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ASPECTOS DAS LEISHMANIOSES EM AREA ENDEMICA DO MUNICIPIO DE
TERESINA, PIAUI, BRASIL.

RESUMO: Objetivou-se com essa pesquisa descrever aspectos socioeconémicos
gue possam contribuir para a ocorréncia das leishmanioses e pesquisar infeccéo
natural de equideos por Leishmania sp em uma area endémica de leishmaniose
tegumentar americana (LTA) de Teresina, Piaui, Brasil. As leishmanioses séao
infecgbes causadas por protozoario do género Leishmania. Constituem grande
problema de saude publica mundial e que o ambiente exerce papel importante em
seu aparecimento. O municipio de Teresina, Piaui, Brasil apresentou elevado
crescimento populacional nos ultimos anos havendo ocupacdo rapida e
desordenada da periferia expondo sua populacéo a provaveis locais de multiplicacao
silvestre das leishmanias e do seu vetor. Coletaram-se informacfes dos moradores
em 210 residéncias e sangue periférico de 42 equideos para pesquisa de DNA de
leishmania por nested ITS’1 PCR e sua especificagdo por meio da digestdo do seu
produto de amplificacdo com enzimas de restricdo Hae Ill. Mais de 30% da
populacdo reside no bairro ha mais de 30 anos; 41,0% tem idade entre 16 e 40
anos; 46,6% tem renda familiar de um salario minimo; 20,5% s&o analfabetos;
20,9% sao agricultores; 16,2% das residéncias ndo ha fossa séptica; 88,6% residem
préximo as matas e 32,4% tem contato com animais silvestres; aproximadamente
40% das residéncias sdo precéarias ou semiprecérias; 59,5% das ruas ndo ha
pavimentagdo e em 36,6% da area ndo ha coleta de lixo, esses sdo fatores que
contribuem para a perpetuacdo da enfermidade. As caracteristicas topograficas e
ecologicas do bairro sédo favoraveis a ocorréncia de LTA; As condicbes
socioeconbmicas, a falta de saneamento basico e a elevada populacdo de animais
domésticos e silvestres reservatorios, criam condicbes satisfatorias para o
desenvolvimento de agentes infecciosos e parasitarios, sobretudo a Leishmania.
Dos 42 equideos analisados todos eram assintomaticos, entretanto 50% foram PCR
positivos para Leishmania. A digestdo do produto da “nested” PCR permitiu
identificar sequéncias de DNA de Leishmania (Leishmania) infantum, caracterizando
a infeccdo como leishmaniose visceral. O sequenciamento das amostras

corresponde a espécie Leishmania (Leishmania) infantum. A presenca de equideos
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infectados com Leishmania (Leishmania) infantum sugere sua participacdo no ciclo
de transmissao da leishmaniose visceral em Teresina/PI, Brasil.
PALAVRAS CHAVES: Endemia, Epidemiologia, Leishmanioses, LTA, Teresina
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ASPECTS IN ENDEMIC AREAS OF LEISHMANIASIS FROM TERESINA CITY,
PIAUI STATE, BRAZIL.

ABSTRACT: This research aimed to describe socioeconomic aspects that may
contribute to the occurrence of leishmaniasis and search for equines natural infection
for Leishmania sp in an endemic area of American Tegumentary Leishmaniasis
(ATL) from Teresina City, Piaui State, Brazil. Leishmaniases are infections caused by
protozoans from the Leishmania genus. They constitute a great world public health
problem and the environment exerts an important role in their emergence. Teresina,
Piaui, Brazil presented a high population growth in the last years befalling a rapid
and disorganized occupation in the suburbs exposing the population to probable
places of sylvan multiplication of Leishmania and its vector. Data from local people in
210 residences and peripheral blood from 42 equines were collected to search for
leishmania DNA by nested ITS’1 PCR and its specification by means of the digestion
of amplification product with restriction enzymes Hae Ill. Over 30% of the population
live in the district for over 30 years; 41,0% aged between 16 and 40 years; 46,6%
have a family income of a minimum wage; 20,5% are illiterate; 20,9% are farmers;
16,2% of the residences do not have concrete cesspit; 88,6% live near the forest;
32,4% have contact with wild animals; approximately 40% of residences are
precarious or semi precarious; 59,5% of the streets are not paved; and there is no
garbage collection in 36,6% of the area. These factors contribute to the perpetuation
of the disease. Topographic and ecological characteristics in the village are favorable
to the occurrence of ATL. Socioeconomic conditions, lack of basic sanitation and the
high population of domestic and sylvan animal reservoir create satisfactory
conditions for the development of infectious and parasitic agents, especially
Leishmania. Forty-two equines analyzed were all asymptomatic; however, 50% were
PCR positives for Leishmania. The digestion of the product by “nested” PCR allowed
us to identify DNA sequencing from Leishmania (Leishmania) infantum,
characterizing the infection as visceral leishmaniasis. The sequence of the samples
correspond to the species Leishmania (Leishmania) infantum. The presence of
infected equines with Leishmania (Leishmania) infantum suggests its participation in
the cycle of visceral leishmaniasis transmission in Teresina/Pl, Brazil.

KEYWORDS: Endemic, Epidemiology, Leishmaniasis, ATL, Teresina/Pl.
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1. INTRODUCAO

O planeta vem passando por muitas transformacdes nos ultimos anos nao so6
em relagdo aos aspectos demogréaficos como também climaticos Nesse contexto
observa-se que 20% da populacdo vivem em extrema pobreza, sem saneamento
basico, educacdo e moradia adequada, assim como apresentando nutricdo
deficiente. Essas condi¢cdes contribuem para o surgimento constante de novas
formas de expressdes de doencas ja conhecidas anteriormente e a emergéncia de
novas. As doencas parasitarias sdo um grande problema de saude publica nos
paises pobres e em desenvolvimento (AULT, 2007), considerando estes aspectos,
entre as doencas que devem ter uma atencdo especial estdo as leishmanioses
(ALVAR et al., 2006).

As leishmanioses constituem grande problema de saude publica mundial, com
uma estimativa de 1,3 milhdes de novos casos e 20.000 a 30.000 mortes em todo
mundo anualmente. A estimativa mundial de leishmaniose cutéanea € de 0,7 a 1,3
milhdes de novos casos por ano, sendo que 95% ocorrem nas Américas, Bacia do
Mediterraneo, Asia Central e Oriente Médio (WHO, 2014). Em 2009 Dougall et al.,
relataram casos de leishmanioses na Oceania. Em 12 paises da América Latina ha
registros da doenca, sendo que 90% dos casos estdo concentrados no Brasil
(BRASIL, 2007), sendo que as regibes Norte e Nordeste respondem por
aproximadamente 80% da casuistica (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). No estado
do Piaui no ano de 2009 foram registrados 104 casos de leishmaniose tegumentar
americana, com coeficiente de deteccdo de 3,3 casos por 100.00 habitantes. O
maior nimero de ocorréncias foi nos municipios de Altos e Teresina representando
51% do total do estado (SNVS/MS, 2009).

Apesar dos registros apresentados, uma estimativa mundial em relacdo a
incidéncia e prevaléncia da doenca € dificil de ser determinada com precisdo, uma
vez que ha subnotificacbes de casos, segundo Desjeux (2004).

As leishmanioses séo caracterizadas como um grupo de doencas em que O
meio ambiente exerce um papel importante em seu aparecimento pela escola criada
por Pavlowski. Esta escola enfatizou o fator ambiente formando a triade

epidemioldgica conjuntamente com o agente e o hospedeiro. Podendo ocorrer em
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circuitos limitados por fatores ambientais como microclima, relevo geografico,
espécies de animais reservatérios e fauna flebotominica (COSTA, 2005).

De acordo com Moura (2013) os fatores de risco ambientais que contribuem
para a ocorréncia da leishmaniose cutanea séo residir em zona rural, proximo as
matas, desmatamentos, presenca de galinheiros proximos as residéncias, de
animais no peridomicilio como, por exemplo, tatu e trabalho no setor agropecuério.

A ocorréncia de marcantes alteracbes ambientais em algumas regides
predispbs a possibilidades do envolvimento de alguns animais domésticos em ciclos
secundérios do parasito, embora ndo colaborando efetivamente para a manutencéo
desses parasitos na natureza (LAURENTI, 2010).

O municipio de Teresina, Piaui, Brasil, onde essa pesquisa foi realizada,
apresentou um elevado crescimento populacional nos udltimos anos e, como
consequéncia, houve uma ocupacdo rapida e desordenada da sua periferia,
expondo sua populacdo a extensas areas cobertas por florestas tropicais e densa
vegetacao, locais provaveis de expansdo das leishmanias e do seu vetor. A medida
gue a populacédo adentra a estes ambientes, invade area propicia a infeccao pelas
leishmanioses. Considerando que essa populacdo apresenta baixo poder
econdmico, vivendo em condicdes precéarias de moradia, em meio ao acumulo de
matéria organica gerada pela propria populacdo e animais domésticos em funcéo
das mas condicbes sanitarias, apresenta maiores probabilidades de serem
infectadas (DRUMOND; COSTA, 2011).

No Brasil, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) possui uma
diversidade de agentes, assim como a leishmaniose visceral americana (LVA), uma
diversidade de reservatorios e de vetores, que apresentam diferentes padrées de
transmissdo. Aliado a isso, ha um conhecimento ainda limitado sobre alguns
aspectos epidemioldgicos, determinado um dificil controle da doenca (MINISTERIO
DA SAUDE, 2009).

As leishmanias tém uma grande variedade de reservatérios mamiferos. As
infeccbes mais comuns ocorrem nos mamiferos silvestres, no homem e animais
domésticos como cées e equinos (ALMEIDA et al., 2005). Em areas endémicas para
leishmaniose tegumentar, sdo encontrados equinos infectados por Leishmania

braziliensis, o principal agente causador da LTA no Brasil (TOLEZANO, 1994).
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A principal forma de transmissdo das leishmanioses é pela picada do
flebotomineo contaminado, determinando infec¢gBes tanto em seres humanos como
em animais, ocorrendo principalmente em paises tropicais e subtropicais com climas
quentes e umidos. (GENARO, 2000).

A Lutzomyia longipalpis € o0 vetor desse parasito no continente americano
apresentando héabitos peri e intradomiciliar (GAVATI et al., 2001), adaptando-se a
ambientes modificados sendo comum encontra-lo fora das residéncias, em canil,
chiqueiro, galinheiro além de outros lugares sombreados onde as fémeas encontram
animais para o seu repasto sanguineo (SOUSA, 2008).

Héa estudos que demonstram a infec¢éo de equideos por Leishmania (Vianna)
braziliensis, embora sua participacdo no ciclo infeccioso da LTA nao esteja
comprovada (TOLEZANO, 1994). Nesse contexto Duarte (2001) ao examinar 250
soros de equinos por meio de teste de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) para LTA no Rio de Janeiro, verificou que 29 (11,6%) apresentaram
positividade.

A infeccdo de equideos por Leishmania (Leishmania) infantum, apresentando
lesdo cuténea, tem sido demonstrada em algumas regides da Europa (SOLANO-
GALLEGO et al., 2003; ROLAO et al., 2005), em algumas areas endémicas de LTA
humano na América do Sul, como Brasil e Venezuela, também foi encontrada
elevada incidéncia de casos em equinos (MADEIRA et al., 2003), todavia no Brasil,
este é o primeiro trabalho que demonstra a infeccédo, ndo somente de equinos, como
de asininos e muares assintomaticos, por Leishmania (Leishmania) infantum. Duarte
et al.,, (2001), sugerem que 0S equinos, embora com menor relevancia que 0s
caninos, podem se transformar em mais um importante hospedeiro para esta
antropozoonose, visto que sao animais que estdo frequentemente presentes no
peridomicilio em &reas rurais, onde a LVA é reconhecida como uma endemia.

Deve-se destacar a importancia dos animais de producdo na cadeia de
transmissdo das leishmanioses, pois sdo, em potencial, capazes de transmitir
doencgas para as pessoas envolvidas diretamente na producdo ou que convivem
proximos a eles. Dessa forma, estudos nessa area almejam contribuir para reducao
ou até mesmo eliminacdo do impacto econdmico negativo causado por essas
doencas na producdo animal, quando esse e/ou o homem forem acometidos
(KOEHLER et al., 2006),
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Em Teresina/Pl ndo h& relatos sobre a participacdo de equinos, asininos e
muares na cadeia de transmisséo das leishmanioses, permanecendo uma lacuna na
epidemiologia dessa doenca, havendo, portanto a necessidade de que seja feita
uma avaliacdo se ocorre a participacdo desses animais na transmissado da doenca, e
realizacdo da caracterizacado ecoepidemioldgica da regido. Essas informacdes tém
como proposito contribuir para melhor elaboragdo de metas de controle dessas
enfermidades na regiéo.

O diagnostico das leishmanioses pode ser realizado por métodos direto e
indireto. Entre os métodos diretos tem-se o Xxenodiagnostico, que consiste no
isolamento do parasito utilizando-se o vetor natural, o qual é colocado sobre a pele
do hospedeiro para se alimentar, e ap0s o repasto € realizada a avaliacdo se ocorre
presenca de Leishmania no flebotomineo, podendo utilizar diferentes técnicas, como
por exemplo, a PCR (MISHALSKY et al., 2007).

Assim, objetivou-se com esta pesquisa descrever 0S aspectos
socioeconémicos que possam contribuir para ocorréncia da LTA e avaliar a
participacdo dos equideos na cadeia de transmissdo da LTA em uma éarea de

elevada ocorréncia dessa enfermidade em Teresina, Piaui, Brasil.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sao infeccbes causadas por protozoario hemoflagelado
intracelular integrante do género Leishmania, familia Trypanosomatidae e da ordem
Kinetoplastida. Este protozoario possui um flagelo e dois genomas representados
pelo DNA nuclear e DNA de cinetoplasto (kDNA). Clinicamente pode-se observar
uma variedade de sinais desde lesbes cutaneas que podem curar espontaneamente
até formas viscerotrépicas que € mais grave e potencialmente fatal. As
leishmanioses s&o consideradas como sendo doencas negligenciadas e, assim,
permanecem como um grave problema de salde publica recebendo atencéo
especial pela Organizacdo Mundial de Saude - OMS (CORTES, 2008).

A doenca resulta da multiplicacdo dos parasitos em células do sistema
fagocitico mononuclear dos vertebrados (CASSILHAS, 2004; BOGLIOLO, 2006). As
manifestacfes clinicas dessa enfermidade s&o bastante diversificadas sendo
classificadas em quatro formas principais: cutanea (LC), cutanea-difusa (LCD),
mucocutanea (LMC) e visceral (LV) ou calazar (CIMMERMAN; CIMMERMAN, 2001).
As diferentes manifestacdes clinicas sdo dependentes de diversos fatores, como:
espécie de Leishmania envolvida, sua viruléncia e aspectos relacionados ao
ambiente e hospedeiro, como status imunoldgico e nutricional, dentre outros (WHO,
2006).

2.2 VETORES DAS LEISHMANIOSES

Os vetores do género Lutzomyia sdo os responsaveis pela transmissao das
leishmanioses nas Américas, existindo 350 espécies catalogadas, distribuidas desde
o sul do Canada até o norte da Argentina (MARTINS, 2004). O conhecimento sobre
seus criadouros € muito escasso, as formas imaturas sao encontradas em detritos
de fendas de rocha, cavernas, raizes do solo e de folhas mortas e imidas, também
nas forquilhas das arvores e em tocas de animais, ou seja, em solo umido, e em

ambientes ricos em matéria organica em decomposicéo (FELICIANGELI, 2004).
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Nas diversas regides do Brasil os insetos vetores recebem diferentes
denominagdes populares como: “mosquito palha”, “birigui”, “fleb6tomo”, “asa dura”,
“asa branca”, “cangalhinha” ou “provarinho”. Essas denomina¢des provavelmente
estdo relacionadas as suas caracteristicas fisicas ou comportamentais (CAMARGO;
BARCINSKI, 2003).

Os flebotomineos adultos vivem em locais Umidos e escuros, como se verifica
nas florestas tropicais, alimentando-se de fontes naturais de acglcar. As fémeas
necessariamente se alimentam também de sangue para a ovogénese (KILLICK-
KENDRICK, 1999). Elas realizam hematofagia geralmente a noite sendo que a
escolha do hospedeiro vertebrado ainda é um processo pouco conhecido. Essa
escolha € bastante variavel sendo que uns sdo mais especificos e outros
oportunistas (MISSAWA et al., 2008).

No Brasil ha mais de 230 espécies de flebotomineos (GALATI, 2003). Os
vetores das leishméanias desenvolvem uma singular relacdo com os hospedeiros
mamiferos do parasito desenvolvendo diversos tipos de ciclos de transmissdo ao
longo de todas as regifes do pais. As espécies de fleb6tomos envolvidas no ciclo
sdo: Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia, encontrada em florestas primaria e
secundaria; Lutzomyia (N.) whitmani presente em todo territério brasileiro,
predominando na regido de Vigcosa (MG) e no Nordeste do Brasil, preferencialmente
em area de floresta primaria e domiciliar e em anexos de criatérios como galinheiro e
chiqueiro; Lutzomyia (Nyssomyia) neivai observadas nas regides sul e sudeste em
areas frias e secas; Lutzomyia (Nyssomyia) umbratilis encontrada no estado do Para
e L. flaviscutellata, L. (L.) amazonensis, Lutzomyia (Nyssomyia) antunesi, Lutzomyia
migonei na Amazoénia (RANGEL; LAINSON, 2009).

A principal espécie de fleb6tomo transmissora do agente causador da LVA no
Brasil € a Lutzomyia longipalpis (GENARO, 2000), sendo bastante estudada em
funcdo da sua importancia epidemioldgica na transmissdo da doenca (RANGEL,;
VILELA, 2008).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

As leishmanioses constituem um crescente problema de salde publica

mundial. Essas doencas apresentam uma epidemiologia muito diversificada. O
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género Leishmania apresenta mais de 30 espécies, sendo que, aproximadamente
20 sé&o infectantes para humanos. Em relacdo aos insetos vetores sdo descritos
cerca de 80 espécies ou subespécies de dipteros flebotomineos (KILLICK-
KENDRICK; ROUX, 2002). A epidemiologia pode ser zoonética, que engloba
reservatorios animais no ciclo de transmisséo e antropongtica, na qual a infeccao é
transmitida homem a homem (DEDET; PRATLONG, 2003).

A estimativa de novos casos € de 1,3 milhdes, e mortes entre 20.000 a 30.000
por ano em todo mundo. A estimativa mundial de leishmaniose cutanea € de 0,7 a
1,3 milhdes de novos casos por ano, sendo que 95% ocorrem nas Ameéricas, Bacia
do Mediterraneo, Asia Central e Oriente Médio. E uma doenca de pouca visibilidade

e considerada negligenciada (WHO, 2014)

¥
i

Figura 1. Distribuicdo de casos de leishmanioses no mundo (WHO, 2009)

Em 2010 ocorreram 22.296 casos de LTA no Brasil, sendo que 90,8% das
pessoas acometidas tinham idade superior a dez anos; 71,4% pertencente ao sexo
masculino; 94,5% era da forma cutdnea, com coeficiente de incidéncia de 11,7
casos/ 100.000 habitantes e 40,6% dos casos ocorreram na regido Nordeste
(SINAN, 2010).

A LTA apresenta distribuicdo mundial, havendo uma estimativa de 350
milhdes de pessoas em regifes endémicas com risco de contrair a infecgdo. E

amplamente distribuida no continente americano e sua presenca ja foi assinalada
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desde o Sul dos Estados Unidos (Texas) até a Republica Argentina, alcancando
maior importancia no Brasil e no Peru. Como boa parte das zoonoses, a intensidade
com gue a leishmaniose tegumentar atinge o homem depende, principalmente, de
alteracdes do meio ambiente (NEGRAO; FERREIRA, 2009).

O numero de casos de LTA ocorrido no Brasil no periodo de 2001 a 2010 foi
de 248.834, com média anual de 24.883 casos. Ao longo desses dez anos pode-se
verificar que houve uma reducdo no numero de casos ocorridos havendo em 2010
17,5% menos casos do que em 2001; houve também uma reducdo da autoctonia de
casos por municipios de 40,8% dos municipios do pais em 2001 para 34,2% em
2010. Nesse mesmo periodo foram registrados 33.315 casos de LVA, com média
anual de 3.332 casos. A doenca apresenta um comportamento ciclico havendo
elevacdo do numero de casos em média a cada cinco anos sendo que ha tendéncia
crescente entre os ciclos. A partir do ano de 2004 houve uma tendéncia a
estabilizacdo da ocorréncia da enfermidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

E comum ocorrer um efeito antrépico, ao invadir regides de florestas onde ha
presenca de forma enzodtica de espécies de leishméania. O homem pode se infectar
ao adentrar nesses ambientes (XIMENES, 2007). Havia perspectivas de reducéo de
ndmero de casos de LTA no Brasil com o desmatamento da floresta tropical, ficando
restrito a areas de florestas residuais, entretanto houve urbanizacdo da enfermidade
sem haver explicacéo plausivel (NEGRAO; FERREIRA, 2009).

A exploracédo desordenada em areas que a LTA é considerada uma zoonose
de animais silvestres, tem contribuido para a expansdo da doenca, assim como,
também ocorre em éareas de colonizacdo antiga, embora as -caracteristicas
ecoepidemioldgicas sejam distintas (ALMEIDA, 2006)

A LTA é classificada em silvestre, silvestre modificada e a periurbana de
acordo com as regides geograficas em que ocorrem. O primeiro tipo esta
relacionado a derrubada de matas e a exploracdo desordenada de florestas
ocorrendo em surtos epidémicos; o segundo ocorre em locais com pequenos focos
residuais de mata primaria ou em area peridomiciliar ou ainda em area relacionada
com atividade agropecuaria, ocorre como epidemias sazonais e o terceiro tipo esta
relacionado com area de colonizagdo antiga podendo haver participacdo de animais

sinantropicos e domésticos envolvidos no ciclo ocorrendo de forma endo-epidémico
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ou peridomiciliar. Este tipo esta relacionado a baixas condigdes socioecondmicas
(BOSANO; CAMARGO, 2004).

No Brasil a LVA é causada pelo protozoario Leishmania (Leishmania)
infantum e transmitida pelo inseto Lutzomyia longipalpis. Os principais reservatérios
que participam do ciclo zoonético sdo canideos selvagens e domésticos, que
desempenham importante papel na epidemiologia da doenca (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

Ha indicativo de que a disseminacdo de LVA no Brasil, que anteriormente
restringia-se as areas rurais e pequenas cidades do semiarido, tenha ocorrido a
partir de uma epidemia que atingiu Teresina (Pl) e depois Séo Luis (MA),
disseminando-se, posteriormente, para as demais regides do pais (COSTA, 2011).

O comportamento epidemiolégico da LVA é ciclico, h4 uma elevacdo do
ndamero de casos em média a cada cinco anos. Verificou-se também uma tendéncia
crescente no periodo de 1980 a 2003. Na década de 1990 cerca de 90% dos casos
ocorreram na regido Nordeste (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2004).
Apesar da doenca ainda ser predominante na regido Nordeste houve uma reducéo
do ndmero da ocorréncia de 73,5% do total de confirmados em 2001 para 47,1% em
2010 (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

2.5 LEISHMANIOSE VISCERAL AMERICANA

A LVA é uma enfermidade de grande importancia para saude publica, pois é
responsavel anualmente por 59.000 6bitos (DA SILVA et al., 2010), resultante de
aproximadamente 500.000 casos da doenca, partindo de um valor estimado de 12
milhdes de pessoas infectadas por ano (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE —
OMS, 2012).

A distribuicdo geografica possui intima relagdo com movimentos
populacionais, disponibilidade de reservatorios, modificacbes ambientais
(ABRANTES; SILVEIRA, 2009), baixa condi¢cdes econdémicas (DANTAS-TORRES,
2006) e distribuicdo geografica do vetor (COSTA, 2011).

A LVA ocorre em pelo menos em 12 paises da América Latina, sendo que
90% dos casos se concentram no Brasil, predominantemente na regidao Nordeste.

Sua ocorréncia em determinadas areas diz respeito basicamente a existéncia de um



26

vetor susceptivel e de um receptor/hospedeiro também susceptivel (GONTIJO;
MELO, 2004).

A regido Nordeste do Brasil € a que possui maior niumero de casos da
doenca, com 50% dos 3 a 4 mil casos anuais registrados no pais. A doenca, que era
tipicamente rural, a partir de 1980 passou a ser responsavel por epidemias urbanas,
em cidades como Teresina (Pl) e Sao Luis (MA) (COSTA et al., 2001).

Analisando fatores que interferem na disseminacéo do parasito entre os céaes,
DANTAS-TORRES et al. (2012) observaram que a existéncia de uma relagcéo entre a
sazonalidade, densidade populacional do vetor, a densidade e susceptibilidade da
populacdo canina, a preferéncia alimentar do vetor, a forma como os caes séo
criados (dentro ou fora das casas, e estas em areas urbanas ou rurais), o grau de
exposicao dos cées aos vetores, a presenca de outros reservatorios e o fato dos
responsaveis ndo adotarem medidas preventivas, sdo fatores criticos que
contribuem para a disseminacao do agente etiol6gico da doenca.

As variaveis que devem ser consideradas como antecedentes para 0s niveis
endémicos da LVA séo constituidos por uma série de fatores inter-relacionados, tais
como: existéncia de novas praticas agrarias, modelos de exploracdo do solo,
processo de urbanizacdo e as condicdes de moradia inadequadas nos centros
urbanos, além de problemas operacionais nos programas de controle, propiciando a
adaptacao do vetor a novos nichos ecoldgicos (MOREIRA et al., 2005)

Os bairros periféricos sem rede de esgoto, com expressivo desmatamento,
onde podem ser visto animais silvestres como gambas, raposas e tatus circulando
nas ruas, e grandes areas verdes com arvores frutiferas e deposicdo de matéria
organica no solo, favorecendo a procriacdo e a manutencdo de flebotomineos,
contribuindo ativamente para a adaptacdo destes vetores ao peridomicilio, essas
sdo as condicbes importantes que estdo associadas as areas de risco da
transmissdo de LVA (OLIVEIRA et al., 2006).

2.6 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A LTA é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por diferentes

espécies de protozoarios do género Leishmania, que acomete pele e mucosas.
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Primariamente, € uma infeccdo zoondética, afetando animais e o homem, que pode
ser envolvido secundariamente no ciclo (OLIVEIRA NETO et al., 2000).

A doenca € uma das endemias de maior importancia para a saude publica no
Brasil, em funcdo de varios fatores tais como: ampla distribuicdo no territério
nacional, havendo relatos de casos autoctones em todos os estados, ocorréncia de
formas clinicas graves e dificuldades quanto ao diagnostico e tratamento
(OLIVEIRA, 2006).

O agente causador da LTA é um protozoario da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania (GRIMALDI; TESH, 1993), e no Brasil, é
transmitida por vetores dipteros da familia Psychodidae e género Lutzomyia e
Psychodopygus (FALQUETO et al., 1991).

As espécies identificadas de Leishmania causadoras de LTA no Brasil, de
acordo com Camargo-Neves (2004) foram: 1) Leishmania (Viannia) braziliensis - é a
mais prevalente no homem e pode causar lesdes cutdneas e mucosas, encontrada
em todas as areas endémicas do pais, tanto em areas de colonizacbes antigas
como recentes, € geralmente associada a presenca de animais silvestres e
sinantropicos. E transmitida por diferentes espécies de flebotomineos, como
Lutzomyia whitmani, Lu. wellcomei e Lu. intermedia; 2) Leishmania (Viannia)
guyanensis - causa, sobretudo, lesdes cutaneas. Ocorre na margem norte do rio
Amazonas, em areas de colonizacdo recente, estando associada aos edentados e
marsupiais. As principais espécies de flebotomineos envolvidas na transmisséo sao
a Lu. umbratilis, Lu. anduzei e Lu. Whitmani; 3) Leishmania (Leishmania)
amazonensis - responsavel pela forma anérgica ou leishmaniose cutanea difusa.
Seus reservatérios sdo roedores e marsupiais e a Lu. flaviscutellata e a Lu. olmeca
0S principais vetores.

A leishmaniose dermotrépica/mucotrépica compreende a forma chamada
leishmaniose cutanea mucosa (LCM), caracterizada por lesdes desfigurantes no
nariz, boca e faringe; a leishmaniose cutanea difusa (LCD), com les@es infiltrativas
disseminadas sem tendéncia a ulceracdo; e a leishmaniose cutanea (LC), com
lesGes limitadas, ulceradas ou ndo. Acredita-se que a leishmaniose tegumentar seja
uma doenca autéctone do continente americano, sendo por isso sua denominagao
(ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003).
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2.6.1 FORMAS CLINICAS DA LTA

As formas clinicas da doenca variam, conforme o agente etiolégico, vetor e
nas diversas areas geograficas de ocorréncia. Nas Américas, foram identificadas 11
espécies dermotrdpicas que causam a doenca humana e oito espécies que causam
a doenca em animais. No Brasil, foram detectadas sete espécies, seis do subgénero
Viannia e uma do subgénero Leishmania, sendo trés delas mais prevalentes:
Leishmania (V.) brasiliensis, a L. (V.) guyanensis e a L. (L.) amazonensis (BRASIL,
2007). Dessas a espécie que acomete o homem com maior prevaléncia é
Leishmania (Viannia) braziliensis, causando lesbes cutaneas e mucosas, estando
presente em todas as regifes endémicas de norte a sul do pais (GONTIJO;
CARVALHO, 2003).

A leishmaniose cutanea na América é também chamada de pian-bois, Ulcera
de I6s chicleros, uta, ulcera de Bauru. As manifestacdes e a gravidade sao
variaveis, podem tender a laténcia, evolucdo rapida e autolimitada, persisténcia,
disseminacdo, reativacao e reinfeccdo parecem ser variaveis dependentes tanto do
parasito quanto do hospedeiro. No local de inoculacdo da leishmania forma uma
lesdo cutanea, de aspecto papulovesiculoso ou impetigbide, podendo haver
regressao espontanea ou nao, surgindo lesGes cutaneas disseminadas e invasao
posterior na mucosa nasofaringea. Apos periodo de incubacdo com média de um
més, surge no local da picada a lesé@o eritematopapulosa Unica ou multipla evoluindo
com vesiculacdo e posteriormente ulceracdo. As lesdes tipicas da doenca séo
Ulceras com bordas bem definidas, elevadas, infiltradas, eritematoviolaceas fundo
granuloso avermelhado recoberto por secrecao serosa, acometendo principalmente
areas expostas. As Ulceras tendem a cicatrizagdo espontanea num periodo de trés
meses, apresentado caracteristicas apergaminhada, atrofica e radiada semelhante a
“aros de bicicleta” (CAMARGO — NEVES, 2004)

2.6.2 LTA NAS ESPECIES DOMESTICAS E SILVESTRES

Infeccbes por leishménias que causam a LTA foram descritas em varias

espécies de animais silvestres, sinantropicos e domésticos (canideos, felideos e
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equideos). Com relacdo a este ultimo seu papel na manuten¢éo do parasito no meio
ambiente ainda ndo ha esclarecimento definitivo (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Nas Ameéricas, a LTA é considerada uma zoonose primaria de mamiferos
silvestres (roedores, marsupiais, edentados e primatas). Na regido amazoénica ela
tem sido relatada primariamente como uma zoonose, com ciclo de transmisséo
ocorrendo entre flebotomineos e animais silvestres (GUERRA et al. 2006).

Duarte et al.,(2001) sugerem que 0S equinos por serem animais que estao
frequentemente presentes no peridomicilio de varias moradias das regifes rurais,
podem se transformar em mais um importante hospedeiro desta antropozoonose,
embora com menor relevancia que os caninos.

A descricdo da LTA em caes data do inicio do século XX, e a alta prevaléncia
da doenca nesta espécie e na equina em areas endémicas, principalmente no Brasil
e na Venezuela, parecem implica-las na cadeia de transmissédo de Leishmania nos
ambientes domiciliar e peridomiciliar (MADEIRA et al., 2003; SANTOS et al., 2005).

Ha varias citacdes relatando a presenca de elevado percentual de caes
infectados e/ou com sorologia positiva para Leishmania em areas endémicas de LTA
humana no norte do Estado do Parana (ZANZARINI et al., 2005; VELASQUEZ et al.,
2006).

A ocorréncia de equinos infectados por Leishmania (L.) infantum é relatada
em diversos paises do continente europeu, tais como: Alemanha (KOEHLER et al.,
2002), a Espanha (SOLANO-GALLEGO et al., 2003), Portugal (ROLAO et al., 2005)
e em paises das Américas Central e do Sul (AGUILAR et al., 1984; OLIVEIRA-
NETO et al., 1988; RAMOS-VARA et al. 1996), esses relatos nos leva a acreditar

gue pode ocorrer também com a leishmaniose tegumentar.

2.6.3 SITUACAO DA LTA EM TERESINA/PI

No periodo de 2007 a setembro de 2011, foram registrados 171 casos de LTA
no municipio de Teresina (PI) sendo 148 (86,55%) da forma cutanea e 23 (13,45%)
da forma mucosa, sendo que no periodo entre 2010 e 2011, maior numero de casos
de ocorreu no bairro Santa Teresa (Tabela 3), uma comunidade rural na zona leste
de Teresina (Pl) constituida de 11 localidades sendo denominada de “Grande Area

da Santa Teresa”. A maioria dos casos evoluiu para cura das lesdes (83,70%),
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porém, 14,13% dos casos ndo foram acompanhados e 2,17% abandonaram o
tratamento. A andlise desse periodo revela predominio de ocorréncia dos casos em
individuos do sexo masculino (103 casos, 60,23%). Em relacdo a faixa-etaria
(Tabela 2), predominou em pessoas entre 35-64 anos, seguida pela faixa-etaria de
20-34 anos, indicando que os mais infectados se encontram em idade produtiva,
dados obtidos do Sistema Nacional de Agravos Notificados — SINAN (2011)

Tabela 1. Ocorréncia de LTA por faixa etéria, em Teresina/Pl, de janeiro a setembro

de 2011.

Faixa etaria N° de %
Casos

<01 ano 1 2,04
01 -04anos 1 2,04
05-09anos 2 4.08
10-14anos O 0,00
15-19anos 2 4,08
20—-34anos 9 18,37
35—-49anos 13 26,53
50 - 64 anos 13 26,53
65—-79anos 6 12,24
80anose+ 2 4,08
TOTAL 49 100,00

SINAN-FMS-TERESINA/PI

Tabela 2. Casos de LTA em Teresina/Pl segundo local de ocorréncia,
janeiro/setembro de 2011.

Bairro N° de Bairro N° de
Casos Casos

Santa Teresa 15 Promorar 1

Itararé 2 Pedra Mole 1

Uruguai 2 Macauba 1

Dois Irméos 2 Centro 1

Ininga 1 Usina Santana 1

Parque Ideal 1 Santa Maria da 1

Codipi

Santo Antonio 1 Satélite 1

Parque Piaui 1 Picarreira 1

Primavera 1 Vale quem Tem 1

Saci 1 Séo Cristovao 1

SINAN-FMS-TERESINA/PI
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2.7 CONTROLE

O controle das leishmanioses deve ser abordado, de maneira abrangente, sob
cinco aspectos: vigilancia epidemioldgica, medidas de atuacdo na cadeia de
transmissdo, medidas educativas, medidas administrativas e vacina. Aliadas a essas
medidas a capacitacdo dos profissionais de saude em todos 0s seus niveis, devem
ser continuas . (BOSANO; CAMARGO, 2004).

N&o ha propostas para controle de LTA dos reservatorios silvestres, porém 0s
inquéritos nos animais domeésticos devem ser estimulados para evidenciar sua
participacdo, mesmo ndo sendo obrigatoria tal medida. No entanto, em area de
ocorréncia concomitante de LTA e LVA, torna-se necessaria a identificacdo da
espécie do parasito, para que seja avaliada sua importancia no ciclo, e assim
permitir ao Ministério da Saude tomar as medidas cabiveis. Outra medida importante
acondicionamento adequado do lixo, evitando atrair reservatérios e vetores
(BRASIL, 2007).

Esta tese apresenta a seguinte estrutura formal: Introducdo e Revisdo de
Literatura; capitulo 01, contendo o artigo intitulado “Aspectos socioeconémicos e
epidemiolégicos de uma é&rea de elevada incidéncia de leishmaniose
tegumentar americana em Teresina/Pl, Brasil’, que sera submetido para
publicacdo ao periddico Instituto de Medicina Tropical de Sado Paulo; capitulo 02,
contendo o artigo intitulado “Equideos infectados por Leishmania (Leishmania)
infantum na area endémica de Teresina, Piaui, Brasil” esse artigo sera submetido

para publicacdo no periddico Veterinary Parasitology.
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CAPITULO 1

ASPECTOS SOCIOSECONOMICOS E EPIDEMIOLOGICOS DE UMA AREA DE
ELEVADA INCIDENCIA DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA EM
TERESINA/PI, BRASIL.

Nilton Andrade Magalhdes?, Francisco Humberto da Silva Ribeiro!; Elaine Gongalves Oliveiral, Aline
Pereira Martinst; José Arnaldo de S& Junior!; Cristian Francisco de Carvalho Oliveiral;Maria das
Gragcas Priant; 3; Hiro Goto*; Francisco Assis Lima Costa’

! Universidade Federal do Piaui, Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria.

% Universidade Federal do Piaui, Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Prof. DCCV — UFPI

(fassisle@gmail.com)

* Universidade de S&o Paulo, Instituto de Medicina Tropical, Laboratério de
Soroepidemiologia,

Resumo: Objetivou-se com essa pesquisa descrever 0s aspectos socioeconémicos
gue possam contribuir para a ocorréncia das leishmanioses em area endémica de
Teresina, Piaui. Leishmanioses sdo doencas causadas por parasitas do género
Leishmania; que o ambiente exerce papel importante em seu aparecimento. Vetores
do género Lutzomyia sdo responsaveis pela transmissdo das leishmanioses nas
Américas. Nos ultimos anos aumentaram os casos de LTA. Em Teresina, de 2007 a
setembro de 2011, registraram-se 171 casos de LTA, 86,55% da forma cutanea e
13,45% da forma mucosa. Coletaram-se informacdes dos moradores em 210
residéncias. Mais de 30% da populacéo reside no bairro ha mais de 30 anos; sendo
que 41,05% tem idade entre 16 a 40 anos; 46,66% tem renda familiar de um salério
minimo; 20,48% s&o analfabetos; 48,1% das residéncias uma pessoa trabalha;
20,87% sao agricultores; 16,2% das residéncias ndo ha fossa séptica; 88,57%
residem préximo as matas e 32,38% tem contato com animais; 40% das residéncias
séo precarias; 59,52% das ruas ndo ha pavimentacdo e em 36,6% da area ndo ha
coleta de lixo. As caracteristicas topograficas e ecolégicas do bairro favorecem
ocorréncia de LTA; condicbes socioecondmicas; falta de saneamento basico;
presenca de animais domésticos e silvestres criam condicbes para desenvolver
agentes infecciosos e parasitarios.

PALAVRAS CHAVES: Endemia, Epidemiologia, Leishmanioses, LTA, Teresina / PI.
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SOCIOECONOMIC AND EPIDEMIOLOGIC ASPECTS FROM A HIGHLY INCIDENT
AMERICAN TEGUMENTARY LEISHMANIASIS AREA IN TERESINA/PI, BRAZIL.

Abstract: This research aimed to describe the socioeconomic aspects that may
contribute to the occurrence of leishmaniasis in the area of Teresina, Piaui.
Leishmaniases are diseases caused by parasites from the Leishmania gender where
the environment exerts an important role in its emergence. Vectors from Lutzomyia
genus are responsible for the transmission of leishmaniasis in America. ATL cases
increased in the last years. In Teresina, from 2007 to September 2011, 171 ATL
cases were registered, 86,55% in cutaneous form and 13,45% in viscous form.
Information from local people in 210 residences were collected. Over 30% from
population reside in the district for over 30 years; wherein 41,05% are between 16
and 40 years old; 46,66% have a family income of a minimum wage; 20,48% are
illiterate; there is only one person working in 48,1% of the residences; 20,87% are
farmers; 16,2% from the houses do not have a concrete cesspit; 88,57% live near the
forest and 32,38% have contact with wild animals; 40% from the residences are
precarious; 59,52% of the streets are not paved and there is no garbage collection in
36,6% of the area. Topographic and ecological characteristics from the suburb favor
the emergence of ATL; socioeconomic conditions, lack of basic sanitation; presence
of domestic and sylvan animals create conditions to develop infectious and parasitic
agents.

KEYWORDS: Endemic, Epidemiology, Leishmaniasis, ATL, Teresina / PI.
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1 - INTRODUCAO

Ha varias espécies de parasitos intracelulares obrigatérios do género
Leishmania, responsaveis por causar as leishmanioses. S0 mais de 30 espécies
dentro desse género, sendo aproximadamente 20 infectantes para humanos,
condicionando uma epidemiologia extremamente variada. S&ao descritas
aproximadamente 80 espécies e subespécies de dipteros flebotomineos, como
vetores de Leishmania®.

De acordo com Pavlowski as leishmanioses integram um grupo de doencas
onde o meio ambiente apresenta um importante papel em seu aparecimento. O fator
ambiente é enfatizado dentro da triade epidemiol6gica que é constituida pelo
agente, meio ambiente e hospedeiro. Fatores ambientais como micro-clima, relevo
geografico, espécies de animais reservatorios e fauna flebotominica, fornecem
circuitos limitados para sua ocorréncia®®.

O baixo nivel sécio econdmico, pobreza, promiscuidade, falta de saneamento
basico, que é muito comum no meio rural e na periferia das grandes cidades
condiciona um ambiente propicio para incidéncia da leishmaniose. Portanto é uma
doenca com elevada relacdo com nivel de condi¢cdes precarias prevalente na
populacdo™. A LTA integra o grupo de doencas negligenciadas atingindo, sobretudo
individuos pobres que vivem em zonas rurais, favelas urbanas ou em zonas de
conflito®®,

A transmissdo das leishmanioses nas Américas € realizada por vetores do
género Lutzomyia, existindo 350 espécies catalogadas, distribuidas desde o sul do
Canada até o norte da Argentina, todavia pouco se conhece sobre seus criadouros.
O que se conhece € que as formas imaturas sdo encontradas em detritos de fendas
de rocha, cavernas, raizes do solo e de folhas mortas e umidas e, também, nas
forquilhas das arvores e em tocas de animais®.

A identificag@o das diversas espécies de leishménias e vetores envolvidos na
determinacao da doenca e veiculagdo do agente causador sdo essenciais para que
seja possivel tracar metas de prevencgdo e controle da enfermidade®.

Em todos os continentes observa-se que ha transmissao dos parasitos em
ciclos silvestres entre animais, em ambientes quentes e uUmidos das florestas

tropicais e subtropicais e até nas estepes e florestas temperadas do Mediterraneo e
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da Russia. A relacdo do homem com esses ambientes favoreceu a ocorréncia da
doencga sob a forma de zoonose, as vezes dividindo com os animais o papel de
reservatorio?’.

O desequilibrio ambiental decorrente da acdo do homem sobre as florestas
induziu uma adaptacdo dos vetores e reservatérios silvestres da doenca a
ambientes peridomiciliar ou domiciliar®.

Nos ultimos anos aumentou o numero de casos de LTA, assim como sua
expansao geografica. Atualmente € encontrada em todos os estados brasileiros
apresentando diferentes perfis epidemioldgicos relacionados as modificacdes
socioambientais. Os diferentes padrdes da doenca estéo relacionados aos locais de
ocorréncia em funcdo das espécies de leishmanias e de vetores, aos ecossistemas
e aos processos sociais de producéo e de uso do solo™.

A LTA esta em franca expansao, a priori sendo considerada uma doenca de
animais silvestres, acometendo pessoas que adentravam nas florestas, ocorrendo
nas zonas rurais e periurbanas. No periodo de 1985 a 2003, a doenca apresentou
coeficientes de deteccdo que variaram de 10,45 a 21,23 por 100 mil habitantes,
expandindo-se, nesse periodo para todos os estados da federacdo. Deve-se
salientar que em 1980 havia relatos de caso de autocnia somente em 19 estados do
pais, A regido nordeste vem registrando o maior numero de casos (37,2% dos
registros) e um coeficiente de deteccdo de 26,50 por 100 mil habitantes®®.

As acles preventivas podem ser individuais e coletivas. As coletivas estao
voltadas para o manejo ambiental tais como acondicionamento e destino correto do
lixo, poda de arvores, distancia de 400 a 500 metros entre as casas e a mata, etc. O
diagnéstico precoce, o tratamento dos casos humanos e medidas educativas sao
essenciais, mas para isso sao necessarios conhecimentos acerca da epidemiologia
da doenca na regido ou no foco, tais como a investigacado e conhecimento total do
caso, deteccdo da presenca de animais e de vetores, presenca de lixo, condi¢des de
moradia e delimitacéo da &rea de ocorréncia™.

Em Teresina/Pl, foram registrados 171 casos de LTA no municipio no periodo
de janeiro de 2007 a setembro de 2011, sendo quel48 (86,55%) apresentaram
forma cutanea e 23 (13,45%) a forma mucosa**.

A LTA esta instalada no municipio de Teresina, e apesar da ocorréncia

desses casos humanos, nenhum estudo foi realizado na tentativa de elucidar o ciclo
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de transmissédo local, principalmente quanto a participacdo de animais domésticos
na transmissdao da doenca, apesar de que em bairros antigos e com boa
urbanizacdo ha ocorréncia da enfermidade.

A melhoria das condicbes de vida da populacdo é fator essencial para o
controle da doenca, no entanto sdo necessarios estudos sobre seu padrao
epidemiologico para dar suporte a futuras acdes de profilaxia e controle dessa
enfermidade no municipio.

Este trabalho teve como objetivo realizar um estudo dos aspectos
epidemiologicos que possam favorecer a ocorréncia de LTA em é&rea de alta
incidéncia dessa protozoose no municipio de Teresina/Pl/Brasil.

2 -METODOLOGIA

2.1 Local e Periodo

A pesquisa € um estudo transversal que foi realizado no municipio de
Teresina /Pl, no bairro Santa Teresa, onde foram identificados casos humanos de
leishmaniose tegumentar americana no periodo de 2010 a 2011, baseado nos
registros do Sistema Nacional de Agravos Notificados (SINAN) do referido municipio,
do ano de 2011.

2.2 Caracterizacdo da area

O maior numero de casos de LTA humano do municipio de Teresina/PlI,
ocorreu no bairro Santa Teresa, que esta localizado na zona rural leste-sudeste do
municipio, km 11 da PI 113, a 118m de altitude, e 4°58'08.73"S 48°38".31.77°0%,
pertencendo ao complexo de localidades que abrange, também, os bairros Santa
Rita e Caminho Novo, sendo denominado de “Grande area da Santa Teresa’.
Atendida pela Equipe 0018 da Unidade Saude da Familia (USF). A populacdo do
bairro ¢ de 1.848 habitantes®, distribuidos em 436 domicilios, dados obtidos do
Centro de Controle de Zoonose'’.
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2.3 Populagéo e Amostra

Foram realizadas coleta de informacdes dos moradores por meio de
entrevistas estruturada e padronizada (APENDICE 01) em 210 residéncias, com
perguntas elaboradas de acordo com as informagdes necessarias para obtencéo da
identificacdo dos fatores de risco para a ocorréncia de LTA na area. As questdes
envolveram fatores socioecondémicos e ambientais relacionados ao risco de adquirir
a doenca. Em algumas residéncias foram colocadas armadilhas para captura de
insetos.

O critério de escolha das residéncias foi a presenca de animais domésticos
como caes, gatos e equideos. Esse critério foi adotado pela suposicdo de que a
presenca desses animais na residéncia pode ser um fator agravante para aumentar
0s riscos de ocorréncia da doenca.

Foram entrevistadas as pessoas que estavam no domicilio no momento da
visita. O critério de exclusdo foi auséncia de maiores de idade e a recusa na
participacdo da pesquisa.

Durante as visitas para realizacdo da entrevista e colocagdo de armadilhas
para captura de insetos, os proprietarios foram informados sobre os objetivos da
pesquisa e esclarecidos conforme recomendacdes da Resolucdo do Conselho
Nacional de Saude (CNS) n° 196/96 e outras informacdes complementares
constantes do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (APENDICE
02).

2.4 Variaveis de Estudo

As caracteristicas socioeconbmicas foram as variaveis de exposicao
pesquisadas por meio da entrevista. Também foi realizada a descricdo da estrutura
do domicilio, do ambiente peridoméstico e da estrutura fisica da regido (Apéndice
01). Foram coletados dados sobre faixa etaria dos residentes no domicilio,
escolaridade do chefe da familia, renda familiar, tipo de ocupacéo, local de trabalho,
origem, numero de pessoas no domicilio, nivel de saude e ocorréncia de doenca na

familia, tipo de sistema de esgoto e de abastecimento de agua, presenca de anexos
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com fins criatérios (galinheiros e chiqueiros) e presenca de animais de estimacao na

casa.

2.5 Procedimentos Metodoldgicos

2.5.1 Captura de Insetos

Foram colocadas armadilhas Iuminosas do tipo CDC (“Communicable
Diseases Center”) no intra e peridomicilio a altura de aproximadamente 1,5m para a
captura dos insetos. A colocacdo das armadilhas era realizada as 18:00h e
recolhidas as 07:00h do dia seguinte, uma vez por més no periodo de fevereiro a
maio de 2012 por residéncia.

A identificacdo dos insetos foi realizada por técnicos do Laboratério de
Entomologia do Centro de Controle de Zoonoses de Teresina, Piaui.

ApGs identificacdo os flebotomineos foram acondicionados individualmente
em microtubos de plasticos de 1,5mL e encaminhados para o Laboratério de
Biologia Molecular do Departamento de Parasitologia da Universidade Estadual de
Paulista (UNESP) “Julio de Mesquita Filho”, Campus do Rubido, Botucatu, para
pesquisa de infeccdo por leishméanias por meio de técnicas de biologia molecular por
“nested” PCR e posterior identificacdo da espécie por meio da digestdo com enzima

de restricao.

2.5.2 Exames Laboratoriais

Extracdo de DNA e reacdo de polimerase em cadeia (PCR)

A extracdo do DNA dos flebotomineos foi realizada com “Chelex” (Bio-Rad).
A solucdo com chelex foi preparada a 10% diluido em tampé&o Tris-HCI 10mM, pH
8,0; EDTA 1mM (TE) 1X. Em seguida o inseto foi macerado em microtubos
plasticos de 1,5mL contendo 300uL do TE; foi agitado em vértex por 15 segundos e
centrifugado a 1300 RPM por 20minutos. Posteriormente foi incubada por 20minutos
a 95°C em banho seco. Logo apés foi agitado em voértex por 15 segundos e
centrifugado a 1300 RPM por 20 segundos. O sobrenadante foi retirado e

armazenado a -20°C até o momento da realizacdo da PCR.
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Para realizacdo da “nested” PCR ITS’1 (ribossomal internal transcribed spacer
1) foram utilizadas placas (Applied Biosystems) com 4 uL de DNA, dois pares de
oligonucleotideos iniciadores (primers). Na primeira fase da reacdo, que amplificou
parte do gene ssu rDNA, utlizando o0s seguintes primers: R221- 5
GGTTCCTTTCCTGATTTACG 3’; e R332- 5 GGCCGGTAAAGGCCGAATAG 3, e
na segunda reacdo os primers utilizados para amplificacado foram 5.8S rRNA: LITSR-
5  CTGGATCATTTTCCGATG 3" e L5.8S- 5° TGATACCACTTATCGCACTT 3/,
conforme descrito por Schénian et al, (2003)*".

A reacéo da PCR foi preparada com 12,5 uL de Go-taq (Promega), 1,0 pL de
cada primer e 55 pL de &gua bidestilada conforme instrucbes do fabricante. A
amplificacédo foi realizada em um termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient),
com um ciclo inicial de 95°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a
95°C, 30 segundos a 53°C, 1 minuto a 72°C e 10 segundos a 72°C. O produto da
“nested” PCR ITS’1 foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1%, corados
em gel red (2ug/ml) e vizualizado em Transluminador UV (Bioagency).

ApoOs a obtencédo dos produtos de amplificacdo, com aproximadamente 603
bp para a primeira reacdo e entre 300 a 350 bp para a segunda reacgdo. Foi
realizada digestdo dos produtos da PCR (10 pL) com enzima de restrincdo Haelll,
seguindo as recomendacdes do fabricante (Hybaid GmbH Heidelberg, Alemanha). A
reacao de digestao foi preparada com 7,3 uL de agua bidestilada, 2 uL de tampao
de reacdo 10X, 0,2 uL de Bovine Serum Albumin (BSA), 10 uL do produto de PCR e
0,5 pL da enzima de restricdo, incubando-se a 37°C por uma hora. Como controle
positivo foi utilizado produto de PCR de DNA extraido de cultura de promastigota de
Leishmania, e como controle negativo foi utilizado 4gua bidestilada.

Os fragmentos de restricdo foram analisados em gel de agarose a 3%,
corados em gel red, visualizado em Transluminador UV e realizado a identificacao
das espécies de leishméanias seguindo os parametros estabelecidos por Schonian et
al. (2003)*".

2.6 Analises dos Dados

Para a andlise dos dados as variaveis foram organizadas e tabuladas em
planilhas do software Microsoft Office Excel versdo 2007 e no programa Graph Pad

Prism 5, analisadas e calculadas as percentagens das variaveis.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para se avaliar, ainda que preliminarmente, as condicbes que podem
favorecer a ocorréncia da LTA, procedem-se a andlise de alguns aspectos
geografico-populacionais e socioeconémicos, buscando-se entender a persisténcia
da endemia, apesar da sucesséo de eventos sociais modificadores do espaco®.

As condi¢cdes que podem favorecer a ocorréncia da LTA devem ser avaliadas
preliminarmente, considerando aspectos geografico-populacionais e
socioeconOmicos, para que se possa entender a persisténcia da endemia, embora
haja uma sucessé&o de eventos sociais modificadores do espaco®.

A regido pesquisada é atendida pela Equipe 0018 da Unidade de Saude da
Familia (USF) Santa Teresa, contando com uma populacdo média de 1.848
habitantes e 513 familias cadastradas®. De acordo com levantamentos feitos pelo
Centro de Controle de Zoonoses de Teresina (2011)'", especificamente a “Grande
Area da Santa Teresa” possui 436 domicilios, sendo que 365 (83,71%) deles
possuem cées domiciliados. O bairro € composto de 11 localidades (ou povoados),
quais sejam: Santa Teresa, Gaspar, Sao Jodo, Lagoa de Dentro, Serra do Coroata,
Mano Castelo Branco, Cancela, Caminho Novo, Morro Alegre e S&o Bento. O
povoado Cancela foi o Unico a ndo ter casos registrados de LTA em 2011.

A doenca, até pouco tempo, era considerada de animais silvestres,
acometendo pessoas que entravam nas florestas, entretanto pode-se verificar que a
LTA, atualmente, expandiu-se, ocorrendo tanto nas zonas rurais como periurbanas.
No periodo de 1985 a 2003, a doenca apresentou coeficientes de deteccdo que
variaram de 10,45 a 21,23 por 100 mil habitantes. Nesse mesmo periodo houve uma
expansao geografica da LTA, de 19 unidades federadas em 1980 a todos os estados
registrando autoctonia®®.

A entrevista foi realizada em 210 residéncias do bairro. Pode-se verificar que
a maioria dos moradores reside ha mais de cinco anos no local (69,95%) e 27,7%
sdo oriundos da propria regido. O numero de moradores por residéncia € bastante
variavel, sendo que em 74,52% varia de duas a cinco pessoas. A idade
predominante dos moradores esta entre 16 a 40 anos (figura 1). Essa faixa etaria
corresponde a fase produtiva em que ha maior exposicdo em funcdo dos

movimentos pendulares para o trabalho e, dependendo da atividade, no local de
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trabalho. De acordo com os dados do SINAM (2011)** a maioria dos casos de LTA
ocorreu em pessoas entre 35-64 anos (53,06%), seguida pela faixa-etaria de 20-34
anos (18,37%), evidenciando que a doenca atinge principalmente pessoas em idade
produtiva.

Aproximadamente 60% dos entrevistados estdo em idade compreendida entre
16 a 60 anos (figura 1) que corresponde a faixa etaria em que ocorreu 0 maior
namero de casos de LTA na regido. Esses dados sdo semelhantes aos observados
no Noroeste do Parana onde a doenca predominou em pessoas com idade variando
de 30 a 49 anos *°. Esse fato pode justificado em funcdo da maior exposicdo dessas
pessoas as areas de florestas devido suas atividades de trabalho.
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Figura 1. Faixa etéria de ocorréncia de LTA nos moradores do bairro Santa Teresa
do municipio de Teresina/PI.

As medidas de controle das leishmanioses envolvem, dentre outras, 0s
programas de educacdo em saude. Uma populagdo com baixo nivel de escolaridade
geralmente sdo resistentes a novas informagdes, tanto em aceitd-las quanto
absorvé-las e, sobretudo, coloca-las em prética. Na area pesquisada foi observado
que aproximadamente 21% dos moradores ndo sdo alfabetizados e quase 30%

possuem ensino fundamental incompleto (figura 2), sugerindo que os moradores da
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dessa area sdo mais vulneraveis a aquisicdo dessas protozooses além de outras
doencas parasitarias e infectocontagiosas, em funcdo do seu baixo nivel de
escolaridade, uma vez que a LTA tem relacéo direta com esse fator.

Tem sido observado que em éareas urbanas com elevado potencial de
transmissdo da LTA, o baixo nivel de escolaridade é um fator que tem contribuido
para maior ocorréncia da doenca, verificado pelo maior indice de positividade da
Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), assim como a cada dez anos acrescido a
idade do individuo, a prevaléncia da doenca aumentou em 19%%°. HA& relatos
também de que pessoas com maior nivel de instrugdo tem 44% de possibilidade

menor em serem infectadas comparada com as de menor instruc&o®.
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Figura 2. Nivel de escolaridade dos moradores do bairro Santa Teresa de Teresina/PI.

Foi observado que apenas uma pessoa trabalha em aproximadamente
metade das residéncias visitadas (figura 3), com renda mensal de um salario minimo
(figura 04), sendo que 20% trabalham na agricultura. Essas condi¢des constituem-se
fator de risco. As populacdes com baixo padrdao socioecondmico sao as mais
atingidas pela LTA®*® concomitantemente com aquelas que adentram areas de mata

alterada por praticas agricolas®. Nossos resultados estdo de acordo com os dados
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da World Health Organization — WHO, (2008)® que afirmam também que a doenca
ocorre prioritariamente em areas rurais carentes, desprovida de cuidados béasicos de
saude, sobretudo em paises em desenvolvimento.

A LTA apresenta trés ciclos epidemioldgicos: a) Silvestre — em que ocorre a
transmissdo em areas de vegetacdo primaria (zoonose de animais silvestres); b)
Ocupacional ou lazer — em que a transmissdo esta associada a exploracao
desordenada da floresta e derrubada de matas para construcdo de estradas,
extracdo de madeira, desenvolvimento de atividades agropecuarias, ecoturismo € c)
Rural ou periurbana — em é&reas de colonizacdo (zoonose de matas residuais) ou
periurbana, em que houve adaptacéo do vetor ao peridomicilio®.

A area estudada apresenta caracteristicas propicias que se enquadram nos
trés perfis epidemioldgicos citados, pois € uma area de vegetacdo primaria com
devastacdo tanto para a construcdo de residéncias como para a exploracao
agropecuaria, com significativa presenga de animais silvestres, inclusive nas areas
peridomiciliares. Neste aspecto, mais de 30% dos entrevistados relataram a
presenca de animais silvestres na proximidade das residéncias, principalmente

raposa e mucura, que sao reservatorios silvestres de leishmanias (figura 5).
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Figura 3. Percentagem do numero de pessoas que trabalham por residéncia no bairro Santa Teresa,
Teresina/PI.
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Em relacdo ao local de trabalho (figura 6) foi verificado que a maior parte
dos entrevistados trabalha em area rural (figura 07) e que pouco mais de 30%
trabalham fora da localidade em area urbana do municipio. Essa relacdo entre a
predisposicao para ocorréncia de LTA e o ambiente de trabalho, como relatado pelo
SINAM (2011)*, foi relatado também em outras regiées do Brasil, como em Mato
Grosso onde 0 maior numero de casos da doenca ocorreu entre pessoas que
trabalham na agricultura e pecuaria, principalmente homens, caracterizando a

existéncia de um ciclo silvestre®.
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Figura 4. Renda mensal das familias, baseado no valor de referéncia do piso salarial minimo

nacional, que residem no bairro Santa Teresa, Teresina/PI.

Cerca de 60% dos casos ocorridos na regidao da Grande Santa Teresa, no
periodo de 2007 a 2011 afetaram individuos do sexo masculino em idade
produtiva®. Atividades de lazer em area rural préximas a rios e corregos nas matas
alteradas, constituem importante local de infeccdo®, assim como atividades
agropecuarias. A LTA era uma doenca rural, todavia, vem se manifestando numa
interface urbano-rural no Brasil®®>. Assim pode-se verificar que a doenca esta
intimamente relacionada as mudangas ambientais como, por exemplo, o

desmatamento.
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Muitas vezes ocorre um efeito antrépico, ou seja, o homem infecta-se ao
alterar o ambiente, interpondo-se ao ciclo silvestre ao adentrar nesse ecossistema.
Dessa forma, 0 homem se infecta ao entrar em contato com as areas florestais onde
existem as enzootias pelas diferentes espécies de Leishmania®. Tal situacdo foi
observada neste estudo, visto que a maioria dos moradores da area estudada
trabalha em area rural em meio a vegetacéo.

A doenca apresenta mudancas no seu padrdo, tendendo a urbanizacdo e
transmissao peridomiciliar, havendo possibilidade do envolvimento de animais

domésticos na sua transmissdo. Esse fato € reforcado pela ocorréncia da alta
incidéncia de cées infectados associada & doenca humana>".
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Figura 5. Tipos de animais silvestres observados préximo as residéncias no bairro Santa Teresa,
Teresina/PI.
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Figura 6. Local de trabalho dos moradores do bairro Santa Teresa, Teresina/Pl.

Figura 7. Trabalhadores rurais do bairro Santa Teresa, Teresina/PI.
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Havia uma expectativa de diminuicdo da incidéncia de LTA no pais,
restringindo-se a regides proximas das matas residuais. Entretanto, esse fato ndo
ocorreu, e 0 que se verifica € a urbanizacdo da LTA, processo esse que ndo esta
suficientemente explicado. Alguns fatores podem estar implicados, tais como:
domiciliacdo do flebétomo, aumento da populagdo canina, que é o principal
reservatério doméstico de leishmania®,

A presenca de animais domésticos que participam do ciclo de transmisséo da
LTA é um fato marcante nas residéncias do bairro Santa Teresa. Em 83,71% das
residéncias tem a presenca de caes, segundo dados do Centro de Controle de
Zoonoses de Teresina (2011)'". No estudo constatou-se que em 66,57% das
residéncias o cdo esta presente, sendo que em algumas residéncias além desse
animal ha presenca também de outras espécies domeésticas, que poderiamos
suspeitar estarem envolvidas no ciclo de transmissao das leishmanioses como o
cavalo e o gato (figura 8), assim como ja descrito por Madeira et al. (2003)%', relatam
que a elevada prevaléncia de LTA em cdo e equino em areas endémicas,
principalmente no Brasil e Venezuela, sugere a participacdo desses animais na
cadeia de transmisséo da doenca.

Ha numerosos registros de ocorréncia de LTA em animais domésticos como
cées e gatos, como descrito por Aradjo-Filho et al., (1978)", e equino®.

Em varias partes do mundo ja foram encontrados cavalos infectados com
Leishmania infantum. Dentre elas podemos citar, a Alemanha, a Espanha® e

4
| 5

Portugal >" o que pode ocorrer também com a leishmaniose tegumentar.
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Figura 8. Espécies de animais domésticos presentes nas residéncias do bairro Santa Teresa,
Teresina/Pl.
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Figura 9. Espécies de animais domésticos concomitantes presentes nas residéncias do bairro Santa

Teresa, Teresina, PI.
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Além dos cdes domiciliados pode-se perceber a presenca de cades de rua,
contribuindo para aumentar o numero de reservatorios domeésticos (figura 10).
Segundo Moreno e Alvar (2002)®, o cdo participa do ciclo de transmissdo tanto
domiciliar quanto peridomiciliar. Outro ponto importante € que os céaes infectados
ndo necessariamente desenvolverdo sinais clinicos, pois alguns conseguem
controlar o parasito e, consequentemente, ndo evoluem para a doencga durante anos
ou mesmo durante toda a vida, mantendo-se assintomaticos e como fonte de
infeccéo.

A ocorréncia de casos de LTA no peridomicilio esta associada a presenca de
animais domésticos e roedores que podem ser reservatorios do parasito. Mais de
40 espécies de mamiferos silvestres do Novo Mundo ja foram encontradas
parasitadas pela L. braziliensis®.

Deve-se considerar também a existéncia do hospedeiro acidental. Embora ele
nao desempenhe um papel significativo na epidemiologia das leishmanioses, a sua
importancia ndo deve ser desconsiderada, pois além de poder introduzir ou
reintroduzir a infeccdo em novas areas servem, também, como fonte de alimentacéo
para os vetores. O cavalo Alvarenga, (1988)° e o gato* tém sido referidos como
hospedeiros acidentais. Entretanto, tem-se sugerido a hipotese do gato
desempenhar um papel de reservatério habitual®.

Na Europa, foram descritos casos de leishmaniose cutidnea causada por L.
infantum em equinos®. Na América do Sul foi descrito um caso de LTA em equino
ocasionado pela L. braziliensis, o qual tem sido proposto como reservatorio do
agente causador da leishmaniose cutanea humana causada por esta espécie®.

Foi verificado que na area pesquisada os equinos frequentemente estdo
presentes no peridomicilio de varias moradias. Assim sendo, poderiamos sugerir
gue esses animais, embora com menor relevancia que os caninos, poderiam se
transformar em mais um hospedeiro para esta antropozoonose, assim como foi
sugerido em estudos com equinos no Rio de Janeiro por Duarte et al., (2001)?, tanto

da forma tegumentar quanto visceral.
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Figura 10. Reservatdrios domésticos das leishmanias no peridomicilio das residéncias do bairro

Santa Teresa, Teresina/PlI.

Em 87,62% das residéncias ndo ha abastecimento de agua pelo sistema
oficial, sendo que 79% obtém &agua de poco tubular. O sistema de esgoto
predominante é do tipo fossa séptica que esta presente em 70,48% das residéncias
visitadas, e em 16,2% ndo ha nenhum sistema de fossa séptica, sendo que as
necessidades fisiologicas sdo realizadas a céu aberto. (figuras 11 e 12). A
localizagdo das residéncias ao distanciamento das matas, quase 90% estédo
localizadas a menos de 500m da mata (figuras 13 e 14).

O descarte de residuos sélidos em terrenos baldios e logradouros, e auséncia
de esgotamento sanitario e banheiro, podem criar condigdes para o desenvolvimento
do vetor das leishmanioses, tanto em ambientes domiciliar quanto peridomiciliar, em
funcdo do acumulo de matéria organica e umidade nessas areas®. A presenca do
lixo pode atrair possiveis reservatdrios da LTA, como pequenos mamiferos para o
ambiente peridomiciliar®. Outro fator a se considerar é que a falta de instalacdes
sanitarias propicia para que as pessoas, principalmente em areas rurais, se
desloguem para ambientes florestais para fazer suas necessidades, levando-os a
exposicdo aos vetores da LTA®.
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A inexisténcia de saneamento basico e educacdo favorecem o surgimento
constante de novas formas de expressédo de doencas ja conhecidas anteriormente e
a emergéncia de novas, sobretudo as doencas parasitarias que representam um

grave problema de salde publica nos paises pobres e em desenvolvimento®.
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Figura 11. Sistema de esgoto das residéncias do bairro Santa Teresa, Teresina/PI.
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Figura 12. Tipo de banheiros em residéncias do bairro Santa Teresa, Teresina/PlI.
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Figura 13. Distancia das residéncias em relacdo a mata no bairro Santa Teresa, Teresina/Pl.

Para fins desta pesquisa considerou-se como residéncia proxima a mata a
que se localiza a uma distancia de até 500m da vegetacdo e, superior a essa

distancia foi considerado como distante.
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Mais de 80% das residéncias visitadas estdo localizadas proximas as matas
(figuras 15 e 16). Reis et al. (2011)* afirmam que a proximidade das florestas e das
matas constituem um dos principais fatores de risco para a ocorréncia de LTA,
sendo que esses focos se encontram, em sua maioria, em pequenas populacées™®,
0 que corrobora com nossos resultados, assim como os dados obtidos na
Venezuela por Feliciangeli et al. (2006)** que demonstrou que individuos infectados

residiam entre 10 e 117 metros de areas florestais.

Figura 14. Residéncia localizada dentro da mata no bairro Santa Teresa, Teresina/Pl, demonstrando

as condicdes precérias e de total inexisténcia de banheiro com instalagcfes sanitarias basicas.

Todas essas condi¢cdes, em maior ou menor grau, estdo presentes na area de
estudo de Santa Teresa. A comunidade, pela simplicidade determinada pela baixa
escolaridade, baixo poder aquisitivo e pouca assisténcia social, sdo forcadas a se
adaptarem a essas condi¢cbes, ficando a mercé de muitos patdogenos que
predispdem o organismo a contrair enfermidades, dentre elas a LTA.

A presenca de anexos com fins criatérios nas residéncias, como galinheiro
(figuras 17 e 18) e chiqueiro foi observada em aproximadamente 60% das
residéncias. Esses anexos representam um importante fator que propicia a

adaptacdo do vetor da leishménia ao ambiente peridomiciliar e também
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intradomiciliar®®. As aves sdo fontes de alimentos para o inseto vetor, acarretando
um maior contato deste com os caes e humanos. Por outro lado, galinhas atraem
animais silvestres carnivoros, que sdo também reservatérios para leishmania*. Os
anexos de animais domeésticos criam condi¢cBes favoraveis para o desenvolvimento

de insetos vetores no peridomicilio®

Figura 15. Residéncia localizada préximo a area de morros no bairro Santa Teresa, Teresina/Pl.



Figura 16. Residéncia localizada préximo a area de morros no bairro Santa Teresa, Teresina/Pl.
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Figura 17. Tipos de anexos presentes nas residéncias do bairro Santa Teresa, Teresina/Pl.
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A epidemiologia da LTA é influenciada também por alteracbes de uso e
cobertura do solo e pela deterioracdo dos ecossistemas com 0 aumento das areas
de agricultura e pecuéria. Essas alteracdes causam mudancas no ciclo do vetor da
doenca que passa a habitar o peridomicilio®.

Na area em estudo 5,7% dos moradores utilizam o solo para a agricultura e,
aproximadamente, 36% residem em meio a vegetacao nativa. O desmatamento para
utilizacdo do solo na agricultura € um fator que influi na ocorréncia de surtos
endémicos podendo ocorrer em &reas de colonizacdo antiga associada as formas de
ocupacdo do espaco, particularmente no espaco rural, embora também ocorra em

areas urbanas conforme afirmam Negrdo e Ferreira (2009)*".

Figura 18. Anexo (galinheiros) presente em residéncia no bairro Santa Teresa, Teresina/PI.

A disposicdo das residéncias no bairro é bastante diversificada (figura 19)
sendo que a maioria situa-se em areas de baixada seguida de area alta (figura 20).
A ocorréncia de LTA é principalmente em zonas com altitudes inferior a 800m com
relacdo ao nivel do mar, em zonas com densa vegetacdo, situada em areas
préximas a zonas montanhosas®. A cidade de Teresina esta localizada a uma

altitude de 72m acima do nivel do mar®® favorecendo a ocorréncia da doenca.
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Associado e este fato a regido estudada apresenta elevada umidade e extensas
areas de vegetacao nativa (figura 21) e de morro, observa-se também residéncias
localizadas em meio a esta vegetacao (figura 22), caracterizando assim a ocorréncia
do ciclo silvestre da LTA na regido em estudo. Lonardoni et al., (2006)*
caracterizam o ciclo silvestre da LTA como sendo aquele em que a transmisséo

ocorre em areas de vegetacdo primaria, o que esta de acordo com nossos achados.
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Figura 19. Aspectos topograficos do bairro Santa Teresina, Teresina/Pl.



Figura 20. Residéncias do bairro Santa Teresa, Teresina/Pl, localizadas em areas alta e baixa.
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Figura 21. Forma de uso do solo no bairro Santa Teresa, Teresina/PI.
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Figura 22. Residéncia localizada em meio a vegetac¢do nativa no bairro Santa Teresa, Teresina/PI.

Observamos com elevada frequéncia o acumulo de lixo em diversas areas do
bairro Santa Teresa, pois em 40% desta regido ndo ha coleta do lixo. A ocorréncia
desses “depodsitos” de lixo constitui mais um fator que favorece o aumento da
populacdo de roedores e insetos. A proliferacdo de roedores e insetos associado a
situacdo econdmica precaria contribuem de forma significativa para a disseminacdo
da LTA, caracterizando o perfil de transmissdo periurbano e rural®.

Apesar das condigbes socioecondmicas e sanitarias do bairro serem
desfavoraveis, mais de 60% dos moradores consideram o estado de saude da
familia boa, e os demais consideram regular e ruim, apresentando diversas doencas
(tabela 1). Doencas crbnicas foram as mais relatadas pelos moradores visitados,

essas patologias surgem a medida que a populacéo envelhece®*.
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Tabela 1. Tipos de doencas presentes entre os moradores do bairro Santa Teresa,

Teresina/PlI.

Doengas Porcentagens
CARDIOVASCULAR 40,66%
NEOPLASIA 9,12%
DIABETES 8,47%
ARTRITE 6,76%
PROBLEMA RESPIRATORIO 5,07%
PROBLEMA NEUROLOGICO 5,07%
HERNIA DE DISCO 3,38%
GASTRITE 3,38%
OSTEOPOROSE 3,38%
ANEMIA 3,38%
MICOSE 1,69%
LTA 1,69%
HIPERTENSAOQ/DIABETICO 1,69%
OSTEOPOROSE/HIPOTIROIDISMO 1,69%
SEM DIAGNOSTICO 1,69%

Para fins deste estudo, a determinacdo da densidade residencial da area foi
estimada como sendo baixa a que as residéncias distam entre si mais de 5m;
regular em torno de 5m e elevada as que distam menos de 5m entre si, desde que
houvesse edificacbes em ambos os lados da rua.

A densidade residencial na area estudada (figura 25) é predominantemente
regular, superior a 60%, seguida de densidade baixa, de aproximadamente 30%
(figura 26). Nas areas peridomiciliares normalmente ha presenca de vegetacédo do
tipo floresta, acumulo de lixo e de animais domésticos como caninos, aves, suinos e
equideos, os quais eliminam seus dejetos nestas areas. Além desses fatores, ha
também falta de rede de esgoto sanitario, acumulo de agua nas ruas e em areas de
mata, contribuindo efetivamente para a proliferacéo de insetos, inclusive o vetor das
leishmanioses e de outras doencgas infectocontagiosas. Os moradores entrevistados
ndo relataram ocorréncia de doencas infecciosas e parasitarias, tal fato pode ser
justificado pelo curso relativamente curto de algumas dessas doencas durante o

periodo da pesquisa e/ou pela auséncia sinais clinicos e sintomas nesse periodo.
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Figura 24. Densidade residencial no bairro Santa Teresa, Teresina/PlI.

As residéncias foram divididas em trés grupos, tendo como critério
caracteristicas estruturais: precarias, semiprecarias e boas. Precarias sdo as
construidas de pau a pique ou de tijolos sem reboco, com cobertura de palha,
desprovida de piso impermeabilizado e sem instalacdes sanitarias adequadas;
semiprecéarias sdo as que apresentam piso impermeabilizado, paredes rebocadas,
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mas com cobertura de palha e sem instala¢ges sanitérias adequadas; e as boas sao
construidas de tijolos, rebocadas, com piso impermeabilizado e com instalacdes
sanitarias adequadas. Instalacdes sanitarias adequadas, para fins desse estudo, séo
aguelas providas de fossas sépticas e banheiro com piso e revestimento
impermeabilizados.

Aproximadamente 40% das residéncias sao edificagbes semiprecérias e
precarias (figura 27), e em aproximadamente 60% sao edificacfes de boa qualidade.
As residéncias precarias e semiprecarias (figura 28) se interpdem entre as de boas
condic¢des e, entre elas, foi observado extensas areas de vegetacao primaria.

N&o foi verificado pavimentacdo em quase 60% do bairro (figuras 29 e 30),
verificando também areas com elevada umidade, acumulo de lixo (figura3l) e
matéria organica em decomposicao, além da presenca de animais domeéstico (caes,
gatos, galinhas e equideos), e também relatado a presenca de animais silvestres

circulando pelas ruas e peridomicilio.
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Figura 25. CondicBes das residéncias do bairro Santa Teresa, Teresina/PI.
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Figura 26. Condicdes precérias de residéncias do bairro Santa Teresa, Teresina/Pl.

As leishmanioses tém uma forte ligacdo a pobreza e, consequentemente, a
condicbes de salde e alojamento precarias e & ma nutricdo? como pode ser

verificado na area pesquisada.
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Figura 27. Condi¢des de pavimentacdo do bairro Santa Teresa, Teresina/Pl.

Figura 28.

Rua do bairro Santa Teresa, Teresina/Pl, com pavimentacao precdria e ausente.
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Figura 29. Acumulo de lixo no bairro Santa Teresa, Teresina/PI.

Os agentes de transmissao da LTA representam importante elemento do seu
ciclo, que sao as diferentes espécies de flebotomineos, podendo ser encontrados
em diversos locais, variando de acordo com fatores ambientais*°. Aguilar e Medeiros
(2003)* relatam que regides que apresentam alteracdes bruscas do clima os
afugentam em decorréncia da sua fragilidade organica, assim buscam abrigos em
locais umidos, sem luminosidade, com baixa corrente de ar e com matéria organica
em decomposigcdo, conforme foi observado na area estudada (figura 31), sendo a
umidade um fator determinante na manutencdo destes insetos 0s quais Sao
encontrados em abrigos como troncos de arvores, tocas de tatu, folhas caidas no
solo, grutas, fendas nas rochas, anexos com fins criatérios para animais domeésticos

e até nas paredes externas e internas dos domicilios™.
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Figura 30. Areas com umidade, baixa luminosidade, acimulo de matéria organica propicia ao

desenvolvimento de flebotomineos no bairro Santa Teresa, Teresina/Pl.

Para um maior entendimento sobre a epidemiologia da doenca e também
para adocdo de medidas de prevencéo e controle sdo realizadas identificacdo das
espécies de vetores, assim como a estimativa das taxas de infeccdo natural pelas
diferentes espécies de Leishmania presentes em &rea endémica para
leishmanioses™.

Buscando identificagcdo de espécies de vetores de leishméania presentes no
bairro Santa Teresa, foram colocadas nove armadilhas em quatro residéncias em
que houve casos de LTA, sendo que em trés delas foram instaladas duas
armadilhas uma no intradomicilio e outra no peridomicilio num raio de 3m. Em uma
das residéncias em funcéo da presencga de um lixdo a uma distancia aproximada de
4m do domicilio, foi colocada uma terceira armadilha nessa area. Foram capturados
1317 insetos de diferentes espécies, destes 907 eram flebotomineos sendo 297
fémeas e 610 machos.

Dos insetos fémeas capturados nas armadilhas foram selecionadas ao acaso
99 para pesquisa de DNA de leishméania e realizacdo de “nested” PCR ITS1. A
biologia molecular baseada na PCR é um método bastante utilizado em estudos
para deteccdo de infeccdo natural de Leishmania spp, pois apresenta elevada
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sensibilidade e especificidade da identificacdo, independente de numero, estagio e
localizac&o do parasito no vetor*.

A andlise dos flebotomineos capturados na regido estudada, revelou que
todos pertenciam a espécie Lutzomia longipalpis. Apesar de se tratar de uma area
endémica para LTA, ndo € comum a captura de outras espécies de vetores da
leishmaniose (CCZz, 2011)'”. No ano de 2013 a Fundacdo Nacional de Salde
(FUNASA)® capturou 8.887 flebotomineos em diversas areas em que ocorreram
casos autoctones de LVA e LTA, sendo encontradas 98% da espécie Lu. longipalpis,
fato semelhante tem ocorrido em Teresina de acordo com os relatérios de CCZ,
sugerindo a participacdo dessa espécie na cadeia de transmisséo da LTA.

Foram realizadas “nested” PCR, de 99 Lu. longipalpis, sendo que 52 amostras
foram positivas para DNA de leishméania. As amostras positivas para leishmania,
foram submetidas a digestdo com enzima de restricdo Hae Ill. A digestdo permitiu
identificacdo de sequéncias de DNA de Leishmania (Leishmania) infantum (figura
33) em todas as amostras. Esses resultados estdo fundamentados na identificacdo
de espécies de leishmanias por digestdo do produto da PCR com enzima de
restrincdo Haelll para a regido ITS1*'. Neste estudo o indice de infeccdo do vetor
por Leishmania (Leishmania) infantum na espécie Lutzomyia longipalpis foi de
52,5%, indice semelhante foi encontrado em estudo realizado no Estado do Rio de
Janeiro por PCR multiplex seguido de hibridizacdo, com indice de 60% de
positividade para Leishmania (Viannia) spp. em Lutzomyia whitmani.

O diagndstico da infeccdo natural de flebotomineos por biologia molecular
vem substituindo a técnica por dissecc¢éo, pois este € um procedimento laborioso
gue requer extrema habilidade técnica, além disso, outro fato importante, € que em
locais onde a presenca do parasito é escassa, este procedimento pode fornecer
resultados falso-negativos, revelando indices baixissimos de infeccdo o que é
incompativel com a realidade*®, uma vez que a incidéncia da doenca continua
elevada, assim este método de determinacdo da infectividade dos flebotomineos
demonstrando t&o baixa positividade de infeccdo por Leishmania spp®, dificulta os
programas de controle e profilaxia da doenca.

O elevado indice de infec¢cdo natural dos flebotomineos por Leishmania
(Leishmania) infantum pode estar relacionado ao fato da identificagdo ter sido

realizada por “nested” PCR que é uma técnica mais sensivel do que a dissecc¢éo do
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inseto vetor seguida de microscopia®. Outro fator que pode ter contribuido é o
tamanho da amostra.

A principal espécie de flebotomineo associada a transmissdo de LVA no
Brasil é L. longipalpis, com distribuicdo abrangente, coincidente com os focos da
doencga, hébito alimentar eclético, antropofilico, e hd comprovacgéo de infeccdo tanto
natural quanto experimental?’” Enquanto que as principais espécies de
flebotomineos envolvidas na transmisséo de LTA s&o: Lu. umbratilis, Lu. anduzei e
Lu. Whitmani; Lu. flaviscutellata e a Lu. olmeca®.

Apesar da presenca da LTA na éarea deste estudo, ndo foram encontradas
nenhuma das espécies que causam e participam da transmissao da doenga com
mais frequéncia no Brasil. Esses resultados sdo de dificil esclarecimento, porém
pode estar relacionado ao periodo em que foi realizada a coleta dos flebotomineos,
ao numero de flebotomineos capturados e a localizacdo, disposicao e altura de
instalacdo das armadilhas de captura. Esses dados permitem sugerir efetivamente
um possivel envolvimento da espécie L. longipalpis no ciclo de transmissao da LTA
na regido estudada, considerando que foi a Unica espécie de flebotomineo
capturada. Os achados de 98% dessa espécie pela FUNASA? no ano de 2013, em

areas de surtos endémicos no Estado do Piaui, corroboram com essa suposi¢ao.
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Figura 31. Analise dos produtos de digestdo da PCR com enzima de restricdo Hae lll para a regido
ITS1 de Leishmania em Lutzomia longipalpis em gel de agarose a 3%. Linhas 1,2,9e 11,13 e 14
representam fragmentos especificos para Leishmania (Leishmania) infantum. A 123 bp ladder foi

usado como marcador molecular.

Estudos sobre vetores de leishméanias sugerem que para haver mais de uma
espécie numa comunidade local, € necessario que todas as espécies estejam
adaptadas as condicdes e recursos disponiveis e, também, as interacbes
competitivas  interespecificas. Espécies filogeneticamente muito proximas
normalmente utilizam os mesmos recursos ecoldgicos e, consequentemente ocorre
competicéo interespecifica, levando a eliminacdo de uma delas®. Esse fato pode ser

uma das justificativas para nossos achados.
4 - CONCLUSAO

As caracteristicas topogréaficas e ecolégicas do bairro Santa Teresa sdo
favoraveis a ocorréncia de LTA;

As condicbes socioecondmicas associadas a falta de saneamento basico e a
elevada populacdo de animais domeésticos e silvestres reservatorios, criam
condicOes satisfatérias para o desenvolvimento de agentes infecciosos e
parasitarios, sobretudo a Leishmania.

A endemia de LTA na regido € do tipo silvestre modificada.
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Todos os flebotomineos positivos estavam infectados por Leishmania (L.)
infantum.
A existéncia apenas de flebotomineo da espécie Lutzomyia longipalpis

sugere sua participacao no ciclo de transmissao de LTA na regido.
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CAPITULO 2:
EQUIDEOS INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) Infantum NA AREA

ENDEMICA DE TERESINA, PIAUI, BRASIL.
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Resumo: Objetivou-se com esse estudo pesquisar infec¢ao natural de equideos por
Leishmania sp em uma area endémica de leishmaniose tegumentar americana de
Teresina, Piaui, Brasil. As leishmanioses sdo infec¢cbes causadas por protozoario
hemoflagelado intracelular integrante do género Leishmania, familia
Trypanosomatidae e da ordem Kinetoplastida. Clinicamente pode-se observar uma
variedade de sinais desde lesbes cutaneas até formas viscerotropicas que € mais
grave e potencialmente fatal. Constituem grande problema de saude publica

mundial, com estimativa de 12 milhdes de casos em todo mundo e uma incidéncia
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de 1,5 a 2 milhdes de novos casos anualmente. 25 a 50% de todos os casos de
leishmaniose sdo do tipo visceral. O cédo é considerado o principal reservatorio
doméstico de leishmaniose visceral americana (LVA). No peridomicilio de moradias
rurais, os equideos, embora com menor relevancia que os canideos, podem se
transformar em mais um importante hospedeiro para esta antropozoonose. O
municipio de Teresina, Piaui, onde foi realizada a pesquisa, apresentou elevado
crescimento populacional nos ultimos anos havendo ocupacdo rapida e
desordenada da periferia expondo sua populacdo a extensas areas cobertas por
florestas tropicais e densa vegetacao, provaveis locais de multiplicacao silvestre das
leishméanias e do seu vetor. Coletou-se sangue periférico de 42 equideos para
pesquisa de DNA de leishmania por “nested” ITS’1 PCR e sua especificagdo através
da digestdo do produto da amplificagdo da “nested” PCR com enzimas de restricao
Hae Ill. Dos 42 equideos analisados nenhum apresentava sinal clinico sugestivo de
qualquer forma de leishamaniose e nem de outras patologias, entretanto 21 (50%)
foram PCR positivos para leishmaniose (14 equinos, quatro asininos e trés muares).
A digestdo do produto da “nested” PCR permitiu identificar sequéncias de DNA de
Leishmania (Leishmania) infantum, caracterizando a infeccdo como LVA. Sete
produtos de “nested” PCR de sangue de equideos positivos foram sequenciados.
De acordo com a avaliacdo no site NCBI (National Center for Biotechnology
Information), dos fragmentos de DNA sequenciados, cada uma das sequéncias
obtidas sdo caracteristicas da espécie Leishmania (Leishmania) infantum. A
presenca de equideos infectados com Leishmania (Leishmania) infantun sugere sua
participacdo no ciclo de transmissédo da leishmaniose visceral em Teresina, Piaui,
Brasil.

Palavras-chaves: Equideos; LVA; PCR; Teresina/P
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EQUINES INFECTED BY Leishmania (Leishmania) Infantum IN THE ENDEMIC
AREA OF TERESINA, PIAUI, BRAZIL.

Abstract: The present study aimed to research natural equines infection by
Leishmania sp in an endemic area of American Tegumentary Leishmaniasis of
Teresina, Piaui, Brazil. Leishmaniases are infections caused by an intracellular
hemoflagellate protozoan that makes part of Leishmania genus, Trypanosomatidae
family of the order Kinetoplastida. Clinically, we can observe a variety of signals
since cutaneous injuries to viscerotropic forms that are more serious and potentially
fateful. It constitutes a great world public health problem with estimation of 12 million
cases all over the world and an incidence of 1,5 to 2 million new cases annually.
Twenty-five to fifty percent of all cases of leishmaniasis are visceral. The dog is
considered the main domestic reservoir of Visceral American Leishmaniasis (VAL). In
the peridomiciliar area of rural residences, equines may transform themselves in one
more important reservoir for this antropozoonosis, although with minor relevance
than canines. The municipal district of Teresina, Piaui, where the research was held,
presented a high population growth in the last years occurring a rapid and
disorganized occupation from the suburbs exposing its population to extensive areas
covered by tropical forests and dense vegetation, probable places of sylvan
multiplication of leishmania and its vector. Peripheral blood from 42 equines was
collected for the DNA research of leishmania by means of “nested” ITS’1 PCR and its
specification through the digestion of the amplification product of “nested” PCR with
restriction enzymes Hae Ill. Among the 42 equines analyzed, no one presented any
clinical sign suggestive of any form of leishmaniasis and no other pathologies;
however, 21 (50%) were PCR positives for leishmaniasis (14 equines, 4 donkeys and

3 mules). The digestion of the product by “nested” PCR allowed us to identify DNA
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sequencing of Leishmania (Leishmania) infantum, characterizing the infection as
AVL. Seven products by “nested” PCR blood of positive equines were sequenced.
According to the evaluation in the site NCBI (National Center for Biotechnology
Information), from the fragments of the DNA sequencing, each one of the sequences
obtained are characteristics of the species Leishmania (Leishmania) infantum. The
presence of equines infected with Leishmania (Leishmania) infantun suggests its
participation in the cycle transmission of visceral leishmaniasis in Teresina, Piaui,
Brasil.

Keywords: Equines; AVL; PCR; Teresina/PI

Introducao

As Leishmanioses sdo causadas por uma grande variedade de parasitos
intracelulares obrigatérios do género Leishmania. Sdo doencas de transmissao
vetorial havendo varias espécies e subespécies de dipteros flebotomineos vetores
de Leishmania (KILLICK-KENDRICK; RIOUX, 2002).

Nas Américas as leishméanias ocasionam a Leishmaniose Visceral Americana
(LVA) e Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), sendo esta subdividida em
cutdnea mucosa, cutanea difusa e a cutdnea (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003).

Ha uma estimativa de prevaléncia das leishmanioses que seja de
aproximadamente 14 milhdes de casos e 59 mil 6bitos, afetando 88 paises (ALVES,
2009) sendo que 350 milhdes de pessoas estdo predispostas a contrai-la. Das areas
afetadas 72 sdo paises que estdo em desenvolvimento. A incidéncia anual da forma
tegumentar é estimada entre 1,5 a 2 milhdes de casos por ano (WHO, 2010). A

ocorréncia da forma visceral é estimada em 500.000 casos novos por ano em todo o
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mundo (GUERIN et al., 2002), dos casos registrados de leishmanioses, 50% a 75%
sao da forma cutanea (SUNDAR; RAY, 2002).

Nas Ameéricas a transmissao € feita por vetores do género Lutzomyia. No
Brasil, o principal vetor da leishmaniose cutédnea é Lutzomia flaviscutellata, e da
forma visceral € a Lutzomyia longipalpis (SACKS; KAMHAWI, 2001).

Os principais reservatorios que participam do ciclo zoondtico das
leishmanioses sdo canideos selvagens e cdes domésticos, que desempenham
importante papel na epidemiologia da doenca (GONTIJO; MELO, 2004).

O céao é considerado o principal reservatorio doméstico da LVA (OPAS, 2009),
sendo que um dos principais métodos de controle € a eutanasia deste animal soro
positivo. Contudo o0 que tem se observado, € que a eutandsia de céaes
sorologicamente positivos ndo tem alcancado resultados satisfatorios (DANTAS-
TORRES et al., 2012), sugerindo a participacdo de outros animais reservatérios de
importancia epidemiologica (CERQUEIRA et al., 2003), como a raposa (Cerdocyon
thous), o lobo guara (Chysocyon brachyurus), raposinha-do-campo (Lycalopex
vetulus), cachorro-do-mato (Spheotos venaticus) e outros mamiferos marsupiais
como Didelphis albiventris e D. marsupialis (DRUMOND; COSTA, 2011).

Duarte et al.,(2001) sugerem que 0S equinos por serem animais que estao
frequentemente presentes no peridomicilio de varias moradias das regides rurais,
poderiam se transformar em mais um importante hospedeiro desta antropozoonose,
embora com menor relevancia que os caninos.

O municipio de Teresina, capital do Piaui, € uma area endémica para
leishmanioses. No periodo de 2007 a setembro de 2011, foram registrados 171
casos de LTA no municipio, sendo 148 (86,55%) da forma cutanea e 23 (13,45%) da

forma mucosa (SINAN, 2011).
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No ano de 2011, a maioria dos casos de LTA ocorreu no bairro Santa Teresa
(55,55%), uma comunidade rural na zona leste de Teresina, configurando um surto
nessa localidade. A area apresenta baixa infraestrutura sanitaria, com economia
voltada para o setor primario, com elevadas altitudes e residéncias edificadas tanto
nas areas montanhosas como nas encostas, em meio a vegetacdo de floresta. Na
regido existe um grande numero de animais domésticos como equideos, canideos e
felideos nas residéncias.

Alguns estudos do continente europeu apontam 0S equinos como provavel
hospedeiro da leishmaniose tegumentar (SOLANO-GALLEGO et al., 2003; ROLAO
et al., 2005) e no Brasil um estudo experimental sugere um provavel envolvimento
de equideos no ciclo da LV (CERQUEIRA et al.,, 2003). Contudo, informacdes
baseadas na infeccdo natural de equideos por Leishmania sp no Brasil, é
extremamente escassa. Em decorréncia da elevada incidéncia de casos de LTA em
humanos na area da Grande Santa Teresa do municipio de Teresina/Pl/Brasil, e da
escassez de informacdes sobre a participacdo dos equideos na cadeia de
transmissdo das leishmanioses, € que se prop6s realizar este estudo, objetivando
pesquisar infeccdo natural de equideos por Leishmania sp em area endémica de

leishmaniose tegumentar americana de Teresina, Piaui, Brasil.

Metodologia
Local e Periodo

A pesquisa é um estudo transversal que foi realizado no periodo de fevereiro
a maio de 2012, no municipio de Teresina /PI, no bairro Santa Teresa, onde ocorreu

maior numero de casos humanos de LTA no periodo de 2010 a 2011, sob a forma
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de surto endémico, tendo por base os registros do Sistema Nacional de Agravos

Notificados (SINAN, 2011) do referido municipio.

Caracterizacdo da Area

O bairro de Santa Teresa esta localizada na zona rural leste-sudeste do
municipio, km 11 da Pl 113, a 118m de altitude, e 4°58'08.73"S 48°38'.31.77"0
(GOOGLE EARTH, 2013), pertencendo ao complexo de localidades que abrange,
também, os bairros Santa Rita e Caminho Novo, sendo denominada de “Grande
area da Santa Teresa”. Atendida pela Equipe 0018 da Unidade Saude da Familia
(USF) Santa Teresa, apresentando uma populacdo de 1.848 habitantes (SINAN-

FMS, 2011), distribuida em 436 domicilios (CCZ/TERESINA, 2011).

Populacdo e Amostra

A populacéo de equideos do municipio de Teresina, Piaui é de 680 cabecas.
Sendo 402 equinos, 186 asininos e 92 muares (IBGE, 2011). Entretanto ndo ha uma
caracterizacdo populacional das espécies por area do municipio. Assim sendo, a
amostra populacional para este experimento foi constituida por todos os equideos do
Bairro Santa Teresa, cujos proprietarios permitiram realizar a coleta do material, os
quais foram informados sobre 0s objetivos da pesquisa e esclarecimentos conforme
recomendacfes da Resolucdo do Conselho Nacional de Saude (CNS) n° 196/96 e
outras informacgdes complementares constantes do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE (APENDICE 2). A amostra populacional constitui de 42

equideos, sendo 31 equinos, sete asininos e quatro muares.
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Procedimentos Metodoldgicos
Coleta de Material

Antes da coleta do sangue, os animais foram submetidos a exame clinico
para verificacdo do estado de saude geral e observacdo sobre existéncia de lesbes
gue fossem sugestivas de leishmaniose. Em seguida foi colhido 4 mL de sangue da
veia jugular em tubos para coleta a vacuo com e sem EDTA para obtencao de soro e
extracdo de DNA, respectivamente. Os soros foram acondicionados em tubos de
ensaio de 5ml e congelados em freezer no Laboratorio de Patologia Veterinaria do
Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do Piaui até o momento de

sua utilizacao.

Exames Laboratoriais
Extracdo de DNA e reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

A extracdo do DNA do sangue dos equideos foi realizada no Laboratério de
Patologia Veterinaria do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Piaui. Inicialmente hemécias foram lisadas com tampédo de lise e, em seguida,
procedeu-se a extragdo utilizando-se kit comercial QlAamp DNA mini Kit (Quiagen)
seguindo as recomendacdes do fabricante.

As amostras de DNA de sangue dos equideos foram armazenadas em
microtubos de 1,5ml e congeladas a -20°C. A PCR, nested PCR e sua digestao
enzimatica foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular do Departamento
de Parasitologia da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho - S&o
Paulo - UNESP/IBB - Campus de Botucatu, para pesquisa de infeccdo por

leishmanias e posterior identificacdo de espécie.
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Para realizacéo da “nested” PCR ITS’1 (ribossomal internal transcribed spacer
1) foram utilizadas placas (Applied Biosystems) com 4 uL(15ng/uL) de DNA, dois
pares de oligonucleotideos iniciadores (primers). Na primeira fase da reacao, que
amplificou parte do gene ssu rDNA, utilizando os seguintes primers: R221- 5
GGTTCCTTTCCTGATTTACG 3’; e R332- 5" GGCCGGTAAAGGCCGAATAG 3, e
na segunda reacdo os primers utilizados para amplificacéo foram 5.8S rRNA: LITSR-
5  CTGGATCATTTTCCGATG 3" e L5.8S- 5° TGATACCACTTATCGCACTT 37,
conforme descrito por Schénian et al, (2003).
A reacdo da PCR foi preparada com 12,5 yL de Go-taq (Promega), 1,0 yuL de cada
primer e 55 pL de &gua bidestilada conforme instrucbes do fabricante. A
amplificacéo foi realizada em um termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient),
com um ciclo inicial de 95°C por 3 minutos, seguido de 34 ciclos de 30 segundos a
95°C, 30 segundos a 53°C, 1 minuto a 72°C e 10 segundos a 72°C. O produto da
“‘nested” PCR ITS’1 foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1%, corado
em gel red (2ug/ml) e visualizado em Transluminador UV (Bioagency). Apés a
obtencdo dos produtos de amplificagdo, com aproximadamente 603 bp para a
primeira reacao e entre 300 a 350 bp para a segunda reacédo. Foi realizada digestao
dos produtos da PCR (10 pL) com enzima de restrincdo Haelll, seguindo as
recomendacdes do fabricante (Hybaid GmbH Heidelberg, Alemanha). A reacédo de
digestéo foi preparada com 7,3 pL de agua bidestilada, 2 pL de tampé&o de reacdo
10X, 0,2 pL de Bovine Serum Albumin (BSA), 10 pL do produto de PCR e 0,5 uL da
enzima de restricao, incubando-se a 37°C por uma hora. Como controle positivo foi
utilizado produto de PCR de DNA extraido de cultura de promastigota de

Leishmania, e como controle negativo foi utilizado agua bidestilada.



223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

87

Os fragmentos de restricdo foram analisados em gel de agarose a 3%,
corados em gel red, visualizado em Transluminador UV e realizado a identificacéao
das espécies de leishmanias seguindo os parametros estabelecidos por Schonian et

al. (2003).

Sequenciamento dos fragmentos amplificados

Foram sequenciados fragmentos de DNA, provenientes de produtos
amplificados a partir das amostras de sangue de equideos, positivos na “nested”
PCR para o género Leishmania.

As sequéncias de DNA foram determinadas em sequenciador automatico ABI
377 (Applied Biosystems) utilizando-se 4ul de 2,5X Save Money (400mM Tris-HCI
pH 9,0, 10mM MgCI2), 4ul de Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit v 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA), 3,2 pmol dos oligonucleotideos, e 4l
do DNA gendmico a 5ng/ul. As reacdes de sequenciamento foram realizadas em
termociclador Whatman Biometra (T Gradient) com os ciclos de temperatura
programados para 25 ciclos de 95°C por 10 seg, 50°C por 5 seg, 60°C por 4, com
rampa de 1°C/seg, como recomendado pelo fabricante. Apdés a amplificacdo as
amostras foram mantidas a 4°C até a precipitacdo. Para cada amostra foram

utilizadas duas reacdes, sendo uma para o primer foward e outra para o reverse.

Xenodiagnostico

O xenodiagnastico foi realizado em cinco equideos positivos na “nested” PCR
para Leishmania (Leishmania) infantum. Foram utilizados, em média, 100 fémeas de
flebotomineos por animal no xenodiagnéstico. Os flebotomineos foram submetidos a

uma dieta constituida apenas de solugéo de acucar por um periodo de quatro dias.
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Transcorrido esse periodo os insetos foram acondicionados em recipiente cilindrico
plastico (6 cm de altura e 4cm de diametro) fechado com tela milimétrica de tecido
sintético.

Para realizacdo da técnica diagnostica os equideos foram contidos
fisicamente utilizando-se cordas nos membros anteriores, posteriores e na regiao
cervical, e em seguida os insetos foram colocados em contato com a face interna
das orelhas (area sem pélos) dos animais por um periodo de 50min para realizacao
do repasto sanguineo.

ApoOs realizacdo do repasto os flebotomineo foram transportados para o
Insetario do Departamento de Parasitologia do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Piaui onde foram transferidos para gaiola prépria
(10x10x10 cm) e mantidos durante seis dias. Ao final desse periodo foi contabilizado
0 numero de mortos, posteriormente os vivos foram coletados e acondicionados em
tubos estéreis e mantidas a -20°C até o momento de sua utilizacdo para pesquisa de

DNA de Leishmania e realizacdo da PCR e “nested” PCR.

Extracdo de DNA e reacdo de polimerase em cadeia (PCR) dos flebotomineos

A extracdo do DNA dos flebotomineos foi realizada com “Chelex” (Bio-Rad). A
resina chelex € um estireno divinilbenzeno contendo iminodiacetato emparelhado,
que funcionam como grupos quelantes em ligagbes metalicas polivalentes que
degradam o DNA como o Mg (NOBEL, 2000). A solugao com chelex foi preparada a
10% diluido em Tampao EDTA 1mM (TE) 1X. Em seguida foi adicionado 300uL em
microtubos plasticos de 1,5mL contendo o inseto e 0 macerou; agitou-se em vortex
por 15s e centrifugou-se a 1300 RPM por 20min. Apds centrifugacédo foi incubado

por 20min a 95°C em banho seco. Transcorrido este periodo foi agitado em vortex
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por 15 s e centrifugou-se a 1300 RPM por 20s. Retirou-se o sobrenadante e o
estocou a -20°C até o momento de sua utilizacao.

Para realizacéo da “nested” PCR ITS’1 (ribossomal internal transcribed spacer
1) foram utilizadas placas (Applied Biosystems) com 4 uL de DNA, dois pares de
oligonucleotideos iniciadores (primers). Na primeira fase da reacdo, que amplificou
parte do gene ssu [rDNA, utlizando o0s seguintes primers: R221- 5
GGTTCCTTTCCTGATTTACG 3’; e R332- 5" GGCCGGTAAAGGCCGAATAG 3, e
na segunda reacdo os primers utilizados para amplificacdo foram 5.8S rRNA: LITSR-
5  CTGGATCATTTTCCGATG 3" e L5.8S- 5° TGATACCACTTATCGCACTT 37,
conforme descrito por Schénian et al, (2003).

A reacdo da PCR foi preparada com 12,5 yL de Go-taq (Promega), 1,0 pyL de
cada primer e 55 yL de agua bidestilada conforme instru¢cbes do fabricante. A
amplificacédo foi realizada em um termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient),
com um ciclo inicial de 95°C por 3 minutos, seguido de 34 ciclos de 30 segundos a
95°C, 30 segundos a 53°C, 1 minuto a 72°C e 10 segundos a 72°C. O produto da
“‘nested” PCR ITS’1 foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1%, corado
em gel red (2ug/ml) e vizualizado em Transluminador UV (Bioagency). Apés a
obtencdo dos produtos de amplificagdo, com aproximadamente 603 bp para a
primeira reacao e entre 300 a 350 bp para a segunda reacao. Foi realizada digestao
dos produtos da PCR (10 pL) com enzima de restrincdo Haelll, seguindo as
recomendacdes do fabricante (Hybaid GmbH Heidelberg, Alemanha). A reacédo de
digestao foi preparada com 7,3 uL de agua bidestilada, 2 pL de tampéao de reacao
10X, 0,2 pL de Bovine Serum Albumin (BSA), 10 pL do produto de PCR e 0,5 uL da

enzima de restricao, incubando-se a 37°C por uma hora. Como controle positivo foi
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utilizado produto de PCR de DNA extraido de cultura de promastigota de
Leishmania, e como controle negativo foi utilizado agua bidestilada.

Os fragmentos de restricdo foram analisados em gel de agarose a 3%,
corados em gel red(2ug/ml) e visualizado em Transluminador UV (Bioagency), e
realizado a identificacdo das espécies de leishmanias seguindo os parametros

estabelecidos por Schoénian et al. (2003).

Resultados e Discusséo

O grupo estudado neste trabalho foi constituido de 42 equideos, sendo 31
equinos, quatro muares e sete asininos. Os animais ndo apresentavam sinais
clinicos sugestivos de qualquer forma de leishamaniose e nem de outras patologias,
entretanto 21 (50%) foram PCR positivas para Leishmania sp (14 equinos, quatro
asininos e trés muares). A digestdo do produto da “nested” PCR permitiu identificar
sequéncias de DNA caracteristico de Leishmania (Leishmania) infantum (figura 1),
caracterizando a infeccdo como LVA. A identificacdo de espécie de leishmania
realizada nesta pesquisa, esta fundamentada em estudo por meio da digestdo do
produto da PCR com enzima de restringdo Hae Il para a regido ITS1 (SCHONIAN
et al.,, 2003).

O processo de digestdo com a enzima Hae Il foi realizado em 21 amostras,
sendo que em sete nado foi possivel determinar a que espécie de Leishmania
pertencia, devido a esse fato as amostras foram submetidas ao sequenciamento
génico.

De acordo com a analise comparativa entre os fragmentos de DNA
seguenciados com os do site National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(figura 3), cada uma das sequéncias obtidas sdo caracteristicas da espécie
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322 Leishmania (Leishmania) infantum (figura 2). A sequencia de bases nitrogenadas
323 registradas no Gen Bank é compativel com a sequéncia determinada no

324  sequenciamento das amostras positivas da “nested” PCR do sangue de equideos.

| — - ——

’1 2 3456 789101112 1314C+C-

Wy w <« 123pb

325 PRI T——

326  Figura 1. Andlise dos produtos de digestdo da PCR com enzima de restricdo Hae I
327 para a regido ITS1 de Leishmania em amostras de sangue de equideos em gel de
328 agarose a 3%. Linhas 3, 5, 7, 10 e 11 representam fragmentos especificos para
329 Leishmania (Leishmania) infantum a 123 bp.

330

331 AAGTCATCCATCGCGACACGTTATGTGAGCCGTTATCCACACACGCACCCACCC

332 CGCCAA

I EEEEEREERRERRESN

333

334 Figura 2. Sequéncia de bases nitrogenadas e eletroferograma do sequenciamento

335 génico de amostras de sangue de equideo positivo na “nested” PCR.
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Query 1 ARGTCATCCATCGCGRACACGTIATGTGAGCCGTTATCCACACACGCACCCRCCCCGICAL a0

Sbjct 249 ARGTCATCCATCECGACRCGTTATGIGAGCCGITATCCRACACRCGCACCCRACCCCGICRAR 15
Figura 3. Sequéncia de bases nitrogenadasde Leishmania (Leishmania) infantum do
banco de dados do Gen Bank.

Estudos registram equinos com LTA em areas onde a LVA é endémica. Este
fato sugere a possibilidade de que os equinos possam ser infectados por Leishmania
(Leishmania) infantum (DANTAS-TORRES et al, 2012).

Embora o cédo tenha relevancia como reservatério do parasito na cadeia
epidemioldgica da LV, os equideos poderiam também apresentar importante papel
no ciclo de transmisséo por servir como mais uma fonte de hematofagia para os
flebotomineos, favorecendo o aumento da sua reproducdo e densidade e,
consequentemente, aumentando os riscos de transmissdo do agente etiologico
(CERQUEIRA et al., 2003).

Animais infectados por L. (L.) infantum sejam sintomaticos ou n&o,
representam importante fonte de infec¢do para os flebotomineos e reservatério de
Leishmania, em funcdo disso sdo muito importantes na transmissao da doenca a
animais susceptiveis (MOHAMMADIHA et al., 2012). O fato de se relatar equideos
positivos para L. (L.) infantum néo significa necessariamente que essa familia seja
reservatorio do protozoario, pois para isso se faz necesséario obedecer a varios
critérios segundo descritos no anexo G do Manual de Vigilancia da Leishmaniose
Tegumentar Americana (2010), entretanto ndo se pode descartar a possibilidade de
serem hospedeiros acidentais. Cortes (2008) relata que os hospedeiros acidentais

nao apresentam papel relevante na epidemiologia de uma doenga, mas sao
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importantes em funcédo de serem capazes de introduzir ou reintroduzir uma doenca
numa nova regiao.

A presenca de equideos infectados na regido pode ocasionar um incremento
na cadeia de transmissdo da doenca que mesmo podendo ser apenas um
hospedeiro acidental, aumentam as fontes de alimentacéo de flebotomineos.

Equideos infectados com Leishmania (Leishmania) infantum na &rea sugere
uma possivel modificacdo na capacidade infectante desta espécie.

Em areas endémicas para LTA, a presenca de mais espécies infectadas pelo
agente etiolégico da doenca, como 0s equideos, que até entdo ndo havia sido
relatado, merece atencao especial para esse fato, pois mesmo que a populacdo nao
seja tao significativa, tende a promover um incremento na cadeia epidemiolégica,
uma vez que esses animais convivem no peridomicilio e ha proximidade muito
grande com a populagéo tanto de tratadores como de moradores das regifes tanto
rural quanto periurbana, pois muitos desses animais séo utilizados para o trabalho e
laser.

Até o presente momento ndo se tem conhecimento de infec¢éo natural por
Leishmania (Leishmania) infantum em equideos no Brasil, sendo este o primeiro
registro dessa ocorréncia. No estado do Cearad/Brasil Cerqueira et al., (2003)
relatam um caso de jumento infectado experimentalmente por Leishmania
(Leishmania) infantum.

Todos os equideos que fizeram parte deste estudo, eram assintomaticos, o
gue aponta para a necessidade de realizacdo de teste de infeccéo por leishmania
em area endémica para LV.

Na regido de estudo, que € endémica para LTA, néo foi encontrada nenhuma

espécie de flebotomineo relatado na literatura como transmissor dessa forma de
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leishmaniose. A espécie encontrada foi Lutzomyia longipalpis, vetor de LV. Rey
(2002) relata que varios fatores contribuem para o poder infectante do flebotomineo.
Dessa forma, espécies nao relatadas até o momento como vetor de determinadas
espécies de leishménia podem estar participando ao mesmo tempo do ciclo das
formas tegumentar e visceral na regiao.

A area estudada apresenta um conjunto de caracteristicas que favorecem a
disseminacao das leishmanias, tais como: baixo poder aquisitivo e de escolaridade
da populacdo que vive em instalacdes precarias, ruas sem saneamento basico e
alagadicas, presenca de acumulo de lixo em muitas areas, densa vegetacao, areas
de encostas, presenca de animais silvestres e domésticos envolvidos no ciclo de
transmissao, contribuindo dessa forma para manutencéo das leishmanioses.

A presenca de animais infectados nao significa que apresentardo a doenca na
sua forma ativa. Muitos animais conseguem controlar o parasito por longo periodo
de tempo, permanecendo assintomaticos.

A avaliacdo da capacidade de uma espécie animal infectar os flebotomineos é
realizada por meio do xenodiagnostico. Essa técnica possibilita identificar os animais
infectados com potencial para infectar o vetor, constituindo provaveis mantedores do
ciclo epidemioldgico (COURTENAY et al., 2002).

O grupo que foi submetido ao xenodiagndstico foi constituido por cinco
equideos dos 21 animais que foram positivos para Leishmania (Leishmania)
infantum, sendo um asinino, um equino e trés muares. Os recipientes cilindricos
contendo os flebotomineos foram colocados na face interna da orelha dos equideos
contendo em média 100 fémeas por recipiente. O indice médio de mortalidade foi de

60%.
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A infeccao dos flebotomineos foi avaliada por meio de “nested” PCR e nao
houve positividade dos mesmos, fato que pode estar relacionado ao baixo namero
de animais submetidos ao xenodiagnéstico, além disso, ha relato de que céaes
assintomaticos apresentam baixa capacidade para infectar flebotomineos
(DRUMOND, 2013), o mesmo pode ter ocorrido com o0s equideos. Esses resultados
também estdo de acordo com os encontrados por Cerqueira et al., (2003) em
infeccdo experimental de asininos por Leishmania (Leishmania) infantum, que
igualmente realizou experimento com pequeno nimero de animais.

Os flebotomineos ndo apresentaram positividade, ainda assim os equideos
poderiam representar mais uma fonte de sangue para o vetor das leishmanioses,
contribuindo para o aumento de sua reproducédo e densidade e, consequentemente,
aumentando os riscos de transmissdo do agente etiolégico na regido endémica

(CERQUEIRA et al., 2003).

Concluséo

Héa presenca de equideos infectados com Leishmania (Leishmania) infantun
em Teresina/Pl.

Os equideos ndo tem a capacidade de infectar insetos vetores, entretanto
representam mais uma fonte de alimentacdo para os flebotomineos, contribuindo
para sua sobrevivéncia, proliferacdo e sua manutengcao na regiao.

A auséncia de identificacdo de espécies de leishméania causadoras de LTA
sugere que os equideos nao estao envolvidos no ciclo de transmissdo dessa forma

de leishmaniose na regido.
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APENDICES

APENDICE 01

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

NUCLEO DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIA ANIMAL
ENTREVISTA

BAIRRO/LOCALIDADE:

110

01.ldentificagcéo
Endereco:

Tempo de residéncia no local:

Procedéncia (Gltima moradia: bairro; localidade;

estado:

Pessoas nacasa( );idade:( )O0-5;( )6-15;(

( ) +60.
Familias nacasa ().

02.Escolaridade (familia)

() analfabeto ( ) fundamental incompleto (
() médio Incompleto ( ) médio completo (

() superior incompleto.

03.Quantas pessoas trabalham na casa? ()

) 16-40; (

municipio;

) 41-59;

) fundamental completo
) superior completo

Ocupacoes:
Bairros/localidades/cidades onde trabalham renda
média/casa
04.Animais domésticos na casa?
( ) nao ( ) sim. Quantos? Espécie
05. Animais silvestres em casa?
( ) nao ( ) sim. Quantos? Espécie

06.Numero de refeigbes por dia.
( )trés ( )duas ( )uma.

07.Abastecimento de agua (dgua encanada)
( )sim ( )néo
Procedéncia da agua
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08. Abastecimento de agua (dgua encanada)
( )sim ( )nao
Procedéncia da agua

09. Sistema de esgoto
(  )redeoficial ( )fossas-séptica ( )umida ( ) rudimentar
( ) acéuaberto

10.Proximidade da mata (distancia limite 500 metros)
( )préximo () distante

11.Tem contato com animais silvestres (raposa, tatu, mucura, roedores)?
( )né&o ( )sim.Quais?

12.Tém anexos no domicilio (galinheiro, chiqueiro)?
( )nédo ( )sim. Quais?

13.Ha presenca de insetos na casa ou ao redor?
( )nado ( )sim

14.Como qualifica a situagdo de saude de sua familia?
( )boa ( )regular ( )ruim

15. Sofrem de alguma doenca? (chefe da familia)
( )nao ( )sim qual?

16.Qual a doenca mais frequente em seu bairro/localidade?
SITUACOES DE SAUDE A OBSERVAR NO BAIRRO/LOCALIDADE

01. Topografia/forma do terreno.
( ) areade baixada ( ) area alta (cumes de morros) ( ) encostas
( ) margem derio/canal ( ) outros

02.Uso do solo predominante
( )residencial ( )industrial ( ) comercial e servicos ( ) agricola
() &rea com vegetacdo natural ( ). Descricdo-comentarios-problemas

03.Densidade entre as habitacdes — proximidade e espago entre as construcdes
( )baixa ( )regular ( )elevada

04.Condi¢bes de moradia
( )precaria ( )semi-precaria ( ) permanente

05. Condicbes da pavimentacao e da drenagem das ruas
( )precaria ( )adequada ( ) inexistente
Descricdo-comentarios-problemas

06. Coleta de lixo
( )regular ( )irregular () acumulado em locais
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APENDICE 02

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados de identificacéo

Titulo do Projeto: Leishmaniose Tegumentar em cdes no municipio de Teresina
Pesquisador Responsavel: Francisco Assis Lima Costa

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Universidade Federal do
Piaui

Telefones para contato: (86) 9995-7788, (86) 3215-5760.

Nome do voluntario:

Idade: anos

R.G.

Responséavel legal (quando for o caso):
R.G. Responsavel legal:

O Sr. (! esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa
“Leishmaniose Tegumentar em caes no municipio de Teresina”, de responsabilidade
do pesquisador Professor Doutor Francisco Assis Lima costa.

Este Projeto se justifica porque no Bairro Santa Teresa houve varios casos de
Leishmaniose Tegumentar em moradores no ano de 2011, e ainda ndo houve
nenhuma pesquisa que identificasse qual microrganismo que estd provocando essa
doenca, bem o inseto que esta transmitindo, bem como os animais que estdo com a
doenca. Por isso o0 objetivo deste trabalho é tentar descobrir como a doenca esta
sendo transmitida as pessoas, quais 0S animais e insetos envolvidos na
transmissdo, quais 0s riscos a que a populacédo do bairro esta exposta para contrair
a doenca e o que pode ser feito para melhorar a situacdo de saude com relacdo a
leishmaniose tegumentar.

Para isso, faremos entrevistas com os moradores do bairro, perguntando
coisas a respeito da situacdo de saude das pessoas, da situagdo do ambiente, sobre
0s animais de estimacédo. Também vamos colher sangue e partes de feridas que os
animais possuam para fazer exames e verificar se eles estdo contaminados e
podem transmitir a leishmaniose tegumentar as pessoas, além de capturar insetos
na residéncia e ao redor dela. Se for necessario tiraremos fotografias do local e dos
animais.

Esta pesquisa ndo |he trard desconfortos nem riscos de qualquer forma, e
poderd trazer beneficios com a descoberta de como a doenca esta sendo
transmitida, pois assim as autoridades de saude (como o Programa Saude da
Familia - PSF) poderao atuar para a prevencao.

Caso vocé tenha duvidas sobre esta pesquisa, podera entrar em contato a
gualguer tempo com os pesquisadores envolvidos pelos telefones que estdo acima.
Sua participagcdo é voluntaria, ou seja, vocé sO participa se quiser, € mesmo
participando, podera sair da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo.

Seu nome sera mantido em segredo em todas as etapas da pesquisa, assim
como vocé ndo terd nenhuma despesa com a sua participacdo, e também ndo
receberd quantia alguma por ela. Se vocé estiver incapacitado de responder a
entrevista, uma pessoa responsavel por vocé podera dar as informacdes, desde que
seja maior de idade.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , RG n°
declaro ter sido informado e concordo em participar, como voluntario, do projeto de
pesquisa acima descrito.

Teresina, de de

Nome e assinatura do responsavel por obter o consentimento

Testemunha

Testemunha



